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OZET

FARKLI GENETIK iLERLEME SEVIiYESINDE BITKi KULLANIMININ
BiBER (Capsicum annuum L.) ANTER VE MiKROSPOR KULTURUNDE
HAPLOID BIiTKi ELDESiI UZERINE ETKILERI

Tugce OZSAN

Yiiksek Lisans Tezi, Bahce Bitkileri Anabilim Dal
Danmisman: Prof. Dr. A. Naci ONUS
Ocak 2014, 63 sayfa

Bu ¢alismada 4 farkli genetik ilerleme seviyesindeki biber genotipi kullanilarak,
genetik ilerleme seviyelerinin birbirlerinden farkli olmasinin anter ve mikrospor
kiiltiirlerinde haploid embriyo eldesi lizerine etkileri aragtirilmigtir.

Bu amagcla ¢aligmada kullanilacak olan biber genotiplerine ait tomurcuklarin
siiflandirmast  yapilmistir.  Uygun mikrospor asamasinin belirlenmesi amaciyla
gruplandirilan tomurcuklar ethidium bromid boyama teknigi kullanilarak boyanmuistir.

Calismada anter kiiltiiri icin MS, mikrospor kiiltiirii i¢in ise B5 besi ortamlari
kullanilmis olup, bu temel besi ortamlarina anter kiiltiirii icin 4 mg/l NAA + 1 mg/l BA
hormon kombinasyonu ilave edilirken, mikrospor kiiltiirii i¢in ise 0.1 mg/l 2,4-D + 0.2
mg/l kinetin hormon kombinasyonu eklenen besi ortamlari kullanilmustir.

Caligmanin anter kiiltiirii kisminda anterlere 8 giin siireyle +35 °C sicaklik 6n
uygulamasi islemi yapilmistir. Mikrospor kiiltiirii kisminda ise mikrosporlara haploid
embriyo olusumunu uyartmak amaciyla anterlerin kiiltiire alinmasindan 6nce ilk 7 giin
boyunca +32 °C sicaklik ve 0.3 M mannitol iceren ortamda bekletilmesiyle 6n
uygulama islemi yapilmustir. Kiiltiirii tamamlanan anter kiiltiiriine ait petriler 25 °C, 16
saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot ve 3000 liiks aydinlatmaya sahip olan biiyiime
odasia alinirken, mikrospor kiiltiiriine ait petrilerin ise 25 °C'de karanlik kosullarda
kiiltiirlerinin devamlilig1 saglanmistir.

Calismada sicaklik 6n uygulamalarinin ve aglik 6n uygulamasiin herhangi bir
etkisi gozlemlenmemis olup, elde edilen sonuglarda kallus, embriyo benzeri yapilar ve
embriyolarin olustugu saptanmistir. Calisilan genotipler arasinda anter kiiltliriine
gosterdikleri tepki bakimindan Fs; hattina ait anterlerin %15.07 oraninda torpedo
embriyo olusturmast dolayisiyla en basarili genetik ilerleme seviyesinde oldugu
saptanmistir. Mikrospor kiiltiiriinde yapilan degerlendirmelere gore ise calisilan
genotipler bazinda bakildiginda yine Fs4 hattinin % 13.89 embriyo olusum orani ile
mikrospor kiiltiiriine en iyi tepkiyi veren genotip oldugu belirlenmistir. Kullanilan diger
genotiplerde farkli oranlarda kallus olusumu go6zlemlenirken, embriyo olusumu
saptanmamistir.
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF PLANT USE AT DIFFERENT GENETIC LEVELS ON
HAPLOID PLANT PRODUCTION IN PEPPER (Capsicum annuum L.) ANTHER
AND MICROSPORE CULTURE

Tugce OZSAN

MSc Thesis in Agriculture Engineering
Supervisor: Prof. Dr. A. Naci ONUS
January 2014, 63 pages

This study was conducted to reveal the effects using pepper lines at four
different genetic levels on haploid embryo formation in anther and microspore culture.

For this purpose, pepper genotypes buds were classified by staining ethidium
bromide dye technique in order to determinate the suitable anther and microspore
development stage.

In this study, MS basic media, supplemented with 4 mg/l NAA + 1 mg/l BA,
was used for anther culture whereas B5 basic media with the combination of 0.1 mg/I
2,4-D + 0.2 mg/I kinetin was used for microspore culture.

At anther culture of study, anthers were subjected to heat pretreatment during for
8 days at +35 °C temperature. At microspore culture of study, for first 7 days heat
pretreatment and carbohydrate starvation treatment at 32 °C were applied to promote the
haploid embryo formation by stimulating microspores. Petri dishes belong to anther
culture were transferred to growth chamber having 25 °C, 16 h light/8 h dark
photoperiod and 3000 lux illumination whereas petri dishes belong to microspore
culture were maintained in 25 °C in dark conditions.

No positive effects of heat pretreatments and carbohydrate starvation treatment
on embryo formation was observed in the study. On the other hand callus, embryo likes
structures and embryos were obtained and recorded. In terms of their response to anther
culture among genotypes studied, anthers of F4 plants gave thetorpedo embryos at the
rate of 15.07% and determined as the most suitable genetic level. According to the
assessment made in the microspore culture, F4 plants had the best results as in anther
culture with 13.89% embryo formation.

KEYWORDS: Pepper, haploidy, anther culture, microspore culture, plants at different
genetic level
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ONSOZ

Solanaceae familyasina ait bir sebze tiirii olan biber bitkisi, iilkemizde ve
bolgemizde ekonomik agidan ¢ok biiyilik bir neme sahiptir. Bolgemizde yaygin olarak
yapilan sera yetistiriciliginin yani sira acikta da iiretimi yapilmaktadir.

Seradaki yetistiriciliginde hastalik, zararli, sekil bozukluklar1 ve meyve tutum
oraninin diisiik olmas1 gibi birtakim problemlerle karsilasilabilmektedir. Biber
yetistiriciliginde karsilasilan bu sorunlarin {stesinden gelmek ig¢in klasik 1slah
yontemleri yoluyla dayanikli, kalite ve verimi yiiksek yeni c¢esit eldesi yoluna
gidilmektedir. Ayrica diger sebzelerin yetistiriciliginde oldugu gibi biber bitkisinin
yetistiriciliginde de F1 hibrit tohumlarin kullanimi s6z konusu oldugundan sebze 1slahi
dolayisiyla biber 1slah1 6n plana ¢ikmistir.

Biyoteknolojik yontemlerin klasik 1slah yontemlerine entegre edilmesi ile uzun
siire alan yeni ¢esitlerin 1slah siiresi kisaltilabilir ve kolaylastirilabilir. Bu amagla
kullanilacak olan en etkili biyoteknolojik yontemlerin basinda haploid bitki eldesinde
kullanilan teknikler gelmektedir. Haploid bitki eldesi ¢alismalart denildigi zaman ilk
akla gelen yontemler olan anter ve mikrospor kiiltlirleri, 1slah siiresini kisaltmalar
bununla beraber klasik 1slah caligmalarinda goriilmesi uzun zaman alan 6zelliklerin
goriilebilmesini saglamalarinin  yan1 sira yeni c¢esit gelistirmeye yonelik 1slah
calismalarinda yararlanilabilen 6nemli tekniklerdir.

Bu ¢alismanin amaci genetik ilerleme seviyeleri bakimindan farklilik gosteren
bitkilerin kullanilmasiyla anter ve mikrospor kiiltiirlerinde haploid embriyo ve bitki
eldesi tizerine etkilerinin arastirilmasidir.

Calisma konumun belirlenmesinden baglayarak, ¢alismamin her asamasinda
tecrilbe ve deneyimleri ile beni yonlendiren, bu konuda ¢aligmama olanak saglayan,
caligmalarim boyunca degerli fikirlerini, ilgi ve destegini esirgemeyen danisman hocam
Sayin Prof. Dr. A. Naci ONUS'a sonsuz sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Yiksek lisans egitimim boyunca, bilgi ve tecriibelerini paylagmay: esirgemeyen
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii 6gretim {iyesi hocam
Sayin Prof. Dr. Kenan TURGUT"a tesekkiirii bir borg¢ bilirim.

Laboratuvar ¢aligmalarim esnasinda yardimlarin1  esirgemeyen calisma
arkadaslarim Esmanur CETINKAY A'ya, Deniz SALCIOGLU'na ve emegi gecen diger
calisma arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamda kullandigim bitkilerin temini konusunda gosterdikleri ¢abalarindan
otiiri GENTO Tohumculuk Firmasi'na, Ziraat Yiiksek Miihendisi Ahmet SECiM'e ve
Hiilya UNAL'a ayrica tesekkiir ederim.

Bu calismay1 basariyla gergeklestirmem igin gerekli malzemelerin alinmasini
maddi yonde destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi’ne tesekkiirii bir bor¢ bilirim.



Son olarak, tiim yasamimda oldugu gibi calismam sirasinda da sonsuz anlayis,
maddi manevi desteklerini hi¢bir zaman esirgemeden, sabir ve Ozveri ile beni
destekleyen annem Duygu OZSAN'a, babam Giirkan OZSAN'a ve meslegimi
secmemde ve severek yapmamda en biiyiikk etkiye sahip olan, benimle gurur
duyduklarmi bildigim merhum dedelerim Ziraat Yiiksek Miihendisi Bilal OZSAN'a ve
Ziraat Yiiksek Miihendisi Nurettin GIRGIN'e en icten tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Insanligin varolusundan bu yana bitkiler, insan beslenmesinde ¢ok 6nemli bir
yere sahip olmustur. Sebzelerin insan beslenmesindeki dneminin anlagilmasindan sonra
bu konu iizerinde yapilan arastirmalarda artis yasanmistir. Insanoglunun yeterli ve
dengeli bir sekilde beslenerek yeryiiziindeki varligini devam ettirebilmesi ig¢in, niifus
artis hizinin kontrol altinda tutulmasinin yam sira 6zellikle bitkisel besin maddeleri
iiretiminin arttirilmas: gerekmektedir.

Glintimiizde bitki fizyolojisi, bitki biyokimyas1 ve molekiiler biyoloji alanlarinda
yasanan hizli gelismeler sayesinde birtakim sorunlarin oniine gegilmeye ¢alisilmakta ve
baz1 yeni tekniklerin kiiltiirii yapilan bitkilere de uygulanabilmesiyle islah alaninda
onemli gelismeler kaydedilmektedir.

Bitki organ, doku ve hiicrelerinin steril suni besin ortamlarinda kiiltiire alinmasi
ve genetik olarak degistirilme tekniklerinden olusan teknikler biitlinii olarak bilinen
Bitki Biyoteknolojisi kavrami, bitkisel iiretimde uygulanan klasik 1slah yontemleriyle
¢Oziimii glic olan problemlerin ¢oziimiinde alternatif yaratan, daha ekonomik, kalite ve
verim yOniinden daha yiiksek bitkisel liretimin gergeklestirilmesini amaclar.

Tiirkiye sebze iiretim miktar1 diinya bazinda degerlendirilecek olursa; Cin,
Hindistan ve ABD’den sonra yillik 26 milyon ton sebze iiretimi ile dordiincii sirada yer
almaktadir (Abak vd 2010). Hem miktar hem de tiir sayisi1 bakimindan tilkemizde
yetistirilen sebzelerin biiyiik ¢ogunlugu Solanaceae familyasina aittir. Bu familya
icerisinde ise biber (Capsicum annuum L.) domatesten sonra yetistiriciligi en fazla
yapilan tiriindiir (Aktas vd 2009).

Solanaceae familyasina ait bir sebze tiirii olan biber (Capsicum annuum L.)
bitkisi gerek icerdigi besin ve mineral maddeler bakimindan gerekse ekonomik 6nemi
bakimindan iilkemizde ve yetistirilis alanlar1 agisindan bolgemizde olduk¢a 6nemli bir
yere sahiptir.

2011 verilerine gore, diinya toplam biber iiretim miktar1 yaklasik 29.6 milyon
ton olup, Tiirkiye biber iireticisi lilkeler siralamasinda 15.5 milyon ton {iretim miktart ile
Cin ve 2.1 milyon ton ile ikinci sirada yer alan Meksika'dan sonra 1.9 milyon ton iiretim
miktart ile liglincii biiyiik biber iireticisi tilke konumundadir (Anonim 2011).

Arastiricilar ve botanikgiler biberin anavataninin tropikal Amerika oldugunu,
buradan diinyaya yayildigini kabul etmektedirler (Vural vd 2000). Iliman iklim
sartlarinda tek yillik olarak gelisen ve birinci yil iginde biiylime ve gelismesini
tamamlayarak meyve ve tohumlarmi meydana getiren bir sebzedir. Tropik iklim
sartlarinda ise ¢ok yillik kiiltiir bitkisi olarak gelismeye devam ederek birkag yil daha
verimliligini devam ettirmektedir (Salk vd 2008).

Botanikg¢ilerin yaptiklar1 calismalara gore Capsicum cinsine ait tiim tiirler
tanimlanmamis olup, giiniimiize kadar ulasan bu ¢alismalarin 1s181inda 25 - 30 Capsicum
tiirii bulundugu bilinmektedir. Bunlar arasinda subtropikal ve 1liman iklim iilkelerindeen



yaygin olan 5 tiir C. annuum L., C. frutescens Mill., C. baccatum L., C. chinense ve C.
pubescens bulunmaktadir (Pickersgill 1997, Lantos vd 2012).

Cizelge 1.1. Biber bitkisinin sistematigi ve botanik siniflandirmasi (Krishna 2003)

Alem Plantae (Bitkiler)

Boliim Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Sinif Magnoliopsida (iki cenekliler)
Takim Solanales

Familya Solanaceae (Patlicangiller)

Cins CapsicumL.

Biber orta derinlikte kok sistemine sahiptir. Bitkinin kokii baslangigta kazik kok
seklinde gelisme gosterir ve daha sonra kazik kok 10-15 cm biiytikliigiine ulasinca kok
sistemi sacak kok seklinde gelismesine devam eder. Govdesi, bitkinin ilk gelismesi
esnasinda otsu bir yapiya sahipken, bitki yaslandik¢a yar1 odunsu bir yap1 kazanir.
Govde iizeri parlak ve tiiysliz olup, bazen iizerinde antosiyanin olusumu goriilebilir.
Yaprak rengi ceside gore degismekle birlikte, acik ve koyu yesil arasinda degisim
gosterir. Bazi ¢esitlerde antosiyanin olusumu sebebiyle yapraklar mor renge kadar
dontisebilir. Erselik yapidaki cigeklerinde, 5 adet canak yaprak, 5 adet ta¢ yaprak, 5 adet
erkek organ ve 1 adet de disi organ bulunur. Erkek ve disi organin olgun hale gelmeleri
bakimindan c¢esitler arasinda farklilik olmakla birlikte bu durum %7.6 - 36.8 arasinda
degisen miktarlarda yabanci dollenme goriilmesinin sebebidir. Meyvelerinde, acilik
maddesi olan capsaicin (C1sH2sNO3) alkaloidi bulunmaktadir ve ayni zamanda
meyveleri C vitamini bakimindan da oldukg¢a zengindir (Salk vd 2008).

Tiirkiye'de biber iretimi sera ve acgik alanda olmak iizere bir¢ok bolgede
yapilmaktadir. Yiiksek ve diisiik sicakliklar ile hastalik ve zararli etkileri biber
iiretiminde kalite ve verimi etkileyen problemler arasindadir. Kalite ve verimi arttirmak
acisindan boylesi ¢evresel faktorlere karst dayanikli tiirlerin gelistirilmesi ¢ok biiyiik
onem tagimaktadir. Bircok arastirict yeni hibrit tiplerinin gelistirilmesinde geleneksel
1slah metotlarin1 kullanmakta, ancak bu siire¢ uzun zaman gerektirmektedir (Taskin vd
2011).

Biber bitkisi yiiksek derecede yabanci tozlanma gostermekte ve buna bagh
olarak karakteristik Ozelliklerini hizla kaybettigi goriilmektedir (Vural vd 2000). Bu
problemin ¢6zlimiinde rol alan uzun bir siireci gerektiren geleneksel 1slah metotlarindan
ziyade daha kisa siirede ¢oziime kavusturulmasini sagladigindan dolayi islahgilar F1
hibrit 1slah1 lizerine yogunlagmistir.

Uretim alam ve miktar1 bakimindan tarim potansiyelimizde 6nemli yeri olan
biber cesitlerinin, Ortlialtinda yetistirilenlerinin tamamina yakini hibrit c¢esitlerden
olusmaktadir. Son yillarda verimin daha fazla olmasi sebebiyle, biber bitkisinin serada
yetistiriciliginin popiiler hale gelmesi ve yetistiricilikte F1 tohum kullaniminin artmasi
ile birlikte, biber 1slah1 6n plana ¢ikmistir. Ulkemizde ve &zellikle de bdlgemizde
onemli diizeyde yetistiriciligi yapilan biberin daha ekonomik, kalite ve kantite
yoniinden daha yiiksek iiretiminin saglanmasi, hastalik ve zararlilara kars1 dayanikli


http://tr.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Solanales&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
http://tr.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus

hale getirilmesi ve gelecekteki olasi tiikketim aliskanliklarina uygun olarak islah edilmesi
gerekmektedir. Buna bagl olarak biber bitkisine yonelik 1slah programlarinin en temel
amaclarindan birisi de pazarlanabilir yeni ¢esitlerin gelistirilmesi ve {istiin nitelikli yeni
cesitlerin elde edilerek disariya bagimli olunmamasi olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Hedeflenen bu 1slah amaglarina ulasmada ise iilkemizde klasik 1slah yontemlerinin yani
sira ¢esitli biyoteknolojik yontemler kullanilarak uzun siire alan yeni c¢esitlerin 1slah
sireci  kisaltilabilmekte; daha kaliteli ve daha verimli bitkisel {retim
gerceklestirilebilmektedir.

Gilinlimiizde biyolojik konularda genis olanaklar saglayan biyoteknolojinin
onemli dallarindan birisi olan bitki doku kiiltiirii teknikleri bitki 1slahgilarina biiyiik
kolayliklar saglamaktadir (Sayilir ve Ozzambak 2005).

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitlin bir bitki,
hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (¢esitli bitki
kisimlar1 = eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni
doku, bitki veya bitkisel {irlinlerin (metabolitler gibi) liretilmesidir (Babaoglu vd 2001).

Doku kiiltiirii teknikleri icerisinde haploid bitki {iretimini saglayan anter ve
mikrospor kiiltiirleri bitki 1slah ¢alismalarina hizmet etmesi yoniinden 6nemli bir yere
sahiptir. Haploidi teknigi 1slah siirecini kisalttig1 i¢in sebze 1slahinda 6zellikle de biber
1slahinda genis uygulama alan1 bulmustur. Klasik yolla yapilacak bir 1slah ¢aligmasinda
istenilen amaca ulasilabilmesi ¢ok uzun siire almaktadir (Segui-Simarro vd 2011).
Biberde in vitro anter veya mikrospor kiiltiirleri kullanilarak androgenesis yoluyla
haploid bitkiler elde edilmekte ve bazi kimyasallarla bu haploidler “doubled haploid”
duruma getirilerek, 2-3 yil gibi kisa bir siirede, 1slah programlarinda yer alacak olan
mutlak homozigot hatlar saglanabilmektedir (Caglar vd 2004). Boylece 1slah siiresi
kisalmakta ve klasik 1slahta zaman alan veya goriilmesi miimkiin olmayan resesif
genlerin kontrol ettigi 6zellikler ortaya ¢ikmaktadir.

Somatik hiicrelerindeki kromozom sayisi, ait olduklar1 bitki tiirlinlin gamet
hiicrelerinde bulunan kromozom sayist kadar olan bitkilere haploid bitkiler adi
verilmektedir. Haploid bitkilerin kromozom sayilarinin katlanmasi sayesinde %100
homozigot saf hatlar elde edilebilmektedir. Boylece uzun yillara gereksinim duyan
saflastirma islemi, birkag ay gibi kisa bir siirede yapilabilmekte; kombinasyon 1slahi ve
F1 hibrit ¢esit 1slah1 programlarinda zaman yoniinden Onemli diizeyde kazang
saglanabilmektedir (Ellialtioglu vd 2001).

Pochard ve Dumas de Vaulx'un (1971) bildirdigine gore haploid bitkiler; kok,
govde, dal, yaprak, cicek ve hatta meyvelere de sahip olabilen, ancak hiicrelerinde
tasidigi kromozom sayisi agisindan indirgenmis gamet yapisi gosteren bitkilerdir.
Hiicreleri diploidlere gore daha kii¢iik olup bitkilerin boylar1 daha kisa, yapraklari daha
dardir. Cigekleri kii¢iik ve polen olusturamamasi nedeniyle kisirdir (Biner 1998).

Haploid bitkilerin 1slah programlarinda kullanilabilmesi i¢in bunlarin yeniden
verimli diploid bitkilere doniistiiriilmeleri gerekmektedir. Haploid bir bitkinin
kromozom sayisinin bazi kimyasal maddelerle katlanmasi sonucu, tiiriin normal
kromozom sayisina yeniden kavusturulmast ve mutlak homozigot bitkilerin elde



edilmesine dihaploidizasyon, bu yolla gelistirilen hatlara da dihaploid hat denilmektedir.
Dihaploidizasyon teknigi; arpa, bugday, misir, g¢eltik, kolza, biber, patlican, Brassica
tirleri, gerbara, kavun, karpuz, kabakta yaygin olarak kullanilmaktadir (Ellialtioglu vd
2001).

Ellialtioglu vd (2001) haploid bitkilerin 1slah c¢alismalarinda arastiricilara
sagladig1 avantajlar su sekilde gruplandirmislardir:

e Haploidleri kullanmanin en basta gelen avantaji, tam bir homozigotiyi ¢ok kisa
bir siirede elde etme olanagini sunmasidir. Dihaploid hatlarin kullanilmasiyla
genetik ve 1slah ¢aligmalarini yapmak kolaylasmakta ve sonuca daha cabuk
ulasilabilmektedir.

e Resesif genler, dominant genler tarafindan maskelenemeyeceginden, homozigot
bireylerde genetik agilimi izlemek daha basit bir iglem haline gelmektedir.

e Homozigot bitkilerin iiretimi 6zellikle dioik tiirlerde ve kendine uyusmazlik
sorunu bulunan bitkilerde zor olup anter kiiltiirli, bu bakimdan biiyiik kolaylik
saglamaktadir.

e Yabanci dollenen tiirlerde heterozigoti orani ¢ok yiiksek oldugundan bunlarda
homozigot hatlarin elde edilmesi igin 10-12 generasyon boyunca kendilemeler
yapmak gerekmekte; kendine dollenen tiirlerde bile ayn1 amagla 5-7 generasyon
kendileme iglemine gereksinim duyulmaktadir.

e F1 hibrit c¢esitlerin gelistirilmesinde homozigot hatlar arasinda {istiin
kombinasyon yetenegi verenlerinin belirlenmesi yontemi kullanildigindan,
haploidinin hibrit ¢esit 1slahinda 6zel bir 6nemi bulunmaktadir.

e Yonca ve patates gibi tetraploidlerin bulundugu tiirlerde haploidizasyon, diploid
bitkilerin tiretiminde kullanilabilmektedir. Elde edilen diploidler ticari olarak
ilging olabilecegi gibi; bu yolla baz tetraploid {irlinlerde; yabani tiirler ile kiiltiir
cesitleri arasinda diploid seviyede melezleme yaparak kombinasyon yoluna
gidilmektedir.

e Kombinasyon 1slahinda da sonuca ¢ok kisa siirede ulagmay1 saglayan haploidi
sayesinde, Fi1 kademesindeki melez bitkilerden haploid ¢ekerek; farkli
genotiplerde bulunan ve tek bir genotipte toplanmasi arzu edilen 6zelliklere
sahip bitkiler kazanmak miimkiindiir.

e Haploidi, resesif mutasyonlarin aciga ¢ikartilmasi ve bunlardan homozigot
bireylerin elde edilmesini de saglayabildigi gibi; somatik hibridizasyon
isleminin diploid protoplastlara gore daha kolay yapilabilmesine olanak
tanimaktadir. Ayrica iki haploid protoplastin birlesmesinin sonucu “diploid”
olacagindan; protoplast kiiltliri kullanilarak yapilan somatik hibridizasyon
tekniginin bilinen dezavantajlarinin biiyiik bir kism1 boylece ortadan kalkacaktir.



e DH hatlarin giincel uygulamalarindan biri de gen haritalarinin ¢ikartilmasinda
kullanimlaridir. DH hatlardan olusan bir populasyonda; heterozigoti nedeniyle
ortaya c¢ikan intermediyer ekspresyonlara rastlanmaz. Bu nedenle de fenotipik
isaretleyicilerin (marker) tanimlanmasi ¢ok daha etkin olabilmektedir. DH
hatlarda herhangi bir gen, ister bitki isterse marker seviyesinde olsun (genellikle
RFLP ile belirlenmektedir); 1:1 oraninda acgilacaktir. Bu durum, oOzellikle
poligenik olarak kontrol edilen bir karakterin haritasi c¢ikartiliyorsa onem
tasimakta ve kolaylik saglamaktadir.

Haploid bitkilerin elde edilmesinde kullanilan baslangic materyalleri
gametlerdir. Esas olarak, haploidlerin elde edilebilmesi i¢in iki yontem bulunmaktadir:
ya embriyo kesesindeki haploid yapidaki hiicrelerin (¢ogunlukla yumurta hiicresinin)
uyarilmasi sayesinde digi gametten; ya da polen rejenerasyonu yoluyla erkek gametten
in vitro kosullarda bitki olusumunu saglamaktir (Ellialtioglu 2000).

Heniiz olgunlasmamis ve igerisinde birinci polen mitozu asamasina gelmis tek
¢ekirdekli mikrosporlar1 bulunduran anterler, erkek gametten haploid bitki elde etme
yontemi (androgenesis) igin uygun baslangi¢c materyalleridir. Bu anterlerin in vitro
kosullarda kiiltiire alinmastyla anter kiiltlirii veya bu anterlerdeki mikrosporlarin izole
edilerek in vitro kosullarda kiiltiire alinmasiyla mikrospor kiiltiirii yapilabilmektedir.

Anter kiiltlirii esas olarak; icerisinde olgunlasmamis polenleri (mikrosporlari)
bulunduran anterlerin, tomurcuklardan ayrilarak in vitro kosullarda yapay besin
ortamlarina yerlestirilmesi ve burada olgunlasmamis polenlerden haploid embriyolar
elde edilmesi olayna verilen isimdir. Erkek gametten haploid embriyo elde etmek
amactyla anter kiiltiirii kullanilabildigi gibi, anterlerin igerisinden g¢ikartilan (izole
edilen) mikrosporlarin da kiltiirii yapilabilmektedir. Olgunlagsmamis mikrosporlarin,
anter icerisinden izole edilerek in vitro kosullarda 6zel hazirlanmis besin ortamlarinda
gelistirilmesi ve bunlardan haploid embriyolarin elde edilmesi islemine ‘mikrospor
kiiltiirii’ ad1 verilmektedir (Ellialtioglu vd 2001).

Anterlerden haploid bitki olusumu baslica iki yolla olmaktadir (Bajaj 1990a).

1. Direkt androgenesis: Polen tanesinden yani mikrospordan bir embriyo
farklilagsmasi olusmaktadir (embriyogenesis).

2. Indirekt androgenesis: Once polen tanesinden bir kallus gelisimi olmakta ve
daha sonra embriyo ya da siirgiin rejenerasyonu gerceklesmektedir (organogenesis).
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Mikrospor kiiltiir teknigi anter kiiltiiriine gore daha karmasik olmasina ragmen
bir¢ok tiirde daha basarili sonucglar verebilmekte ve gesitli avantajlar sunmaktadir. Bu
avantajlar1 su sekilde siralamak miimkiindiir:

e Anter duvan uzaklastirildigr i¢in olusan embriyolarin somatik dokulardan
meydana gelme riski bulunmamakta (Ferrie ve Caswell 2011), bu teknikle
olusan tiim embriyo formlarinin kesin olarak mikrospordan tiiremesi dolayisiyla
rejenere olan bitkilerin tiimii ya haploid ya da DH olmaktadir (Kim vd 2008).

e Anter dokularinda bulunan mikrosporlari olumsuz yonde engelleyici maddeler
ortamdan uzaklastirildigi i¢in sorun olmaktan ¢ikar.

e Mikrosporlar ortamdaki besin maddeleri ile dogrudan temas halinde
olduklarindan besin maddelerini daha iyi bir sekilde alabilmektedir.

e Mikrospor kiiltiiri mikrosporlarin olgunlagsmasi ve embriyo gelisiminin
calisilmasi ve izlenmesi i¢in daha {stiin bir metot saglar (Ferrie ve Caswell
2011).

Sebzelerde anter kiiltiirii ile ilgili birgok basarili galisma yapilmistir. Solanaceae
familyasinda yer alan biber bitkisi de birgok anter kiiltlirli ve mikrospor kiiltiirii
calismasma konu olmustur. Bu c¢aligmalardan ortaya ¢ikan ortak goriis ise, anter ve
mikrospor kiiltiirlerinde basariy1 etkileyen bircok faktér oldugudur. Bu faktorlerin her
kosul ve her bitki i¢in arastirilmasi ve optimize edilmesi gerektigi de belirtilmektedir
(Bajaj 1990b).

Gilinlimiize kadar yapilan ¢aligmalarda agirlikli olarak F1 veya degisik genetik
ilerleme kademelerinde bulunan genotipler iizerinde anter ve mikrospor kiltiirii
caligmalar1 yapilmis olmakla beraber, farkli genetik ilerleme seviyesindeki bitkilerin
ayni anda mikrospor ve anter kiiltiiriine tepkileri detayli olarak ¢alisilmamis ve ortaya
konmamistir. Bu ¢aligmada standart, F1, F4 ve Fe seviyesindeki ekonomik degeri yiiksek
olan biber bitkilerinin haploid bitki eldesi lizerine etkileri ortaya konularak bu konuda
literatiir alanindaki a¢ik kapatilmaya ¢alisilmistir.



2. KURAMSAL BIiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI
2.1. Anter Kiiltiirii ile Ilgili Kaynak Taramalar:

Bitki 1slah1 kavrami, belirli bir bitkisel materyalden hareket ederek, tireme
yetenegiolan ve daha istiin baziozellikler tasiyan yeni bitki gruplar: yaratmak amaciyla
yapilan tim islemleri icine alir. Genelde "doku kiiltiiri" olarak adlandirilan "in vitro™
yetistirme teknikleri, geleneksel 1slah yontemlerinde karsilagilan sorunlarin bir kisminin
¢oziimiinde onemli kolayliklar saglamakta, uzun islah siirecini kisaltmakta ve zaman
tasarrufu saglamaktadir. Bitki doku kiiltiirleri konusunda Diinya' daki ilk calismalar
19.yiizyilin sonunda baslamis, 20. vyiizyihn vyarisindan itibaren de tarimda
uygulanabilirhale gelmistir (Abak 1988).

Bitkilerdeki doku Kkiiltiirii ¢alismalarinin  temeli, ilk olarak Schwann ve
Schleiden' in 1838 yilinda totipotensi teorisini one siirmeleri ile atilmistir (Pierik 1987).

Ellialtioglu vd'nin (2001) bildirdigine gore, anterlerin in vitro calismalarda
eksplant olarak kullanimi 1953 yilina dayanmakta olup, 1964 yilinda Guha ve
Maheshwari tarafindan Datura innoxia bitkisinin kiiltiire alinan anterlerinden haploid
embriyo olusumu saglanirken, 1967 yilinda ise Bourgin ve Nitsch tarafindan Nicotiana
tabacum tiiriinde anter kiiltiiri yoluyla tam bir haploid bitki elde edilebilmistir.

Biber anter kiiltiirtinde haploidi ile ilgili ilk ¢alismalar 1973 yilinda Wang vd,
George ve Narayanaswamy, Kuo vd tarafindan es zamanl olarak baglatilmis olup, 1979
yilinda Sibi vd tarafindan uygulamaya koyulan iki agamali anter kiiltiir sistemi 1981
yilinda Dumas de Vaulx vd tarafindan gelistirilmistir. Daha sonra bu metot yapilan
birgok calisma (Dolcet-Sanjuan vd 1997, Kim vd 2004, Barany vd 2005) ile modifiye
edilmistir.

Anter kiiltlirii esas olarak, igerisinde olgunlagmamis polenleri (mikrosporlart)
bulunduran anterlerin, tomurcuklarindan ayrilarak in vitro kosullarda yapay besin
ortamlarina yerlestirilmesi ve burada olgunlasmamis polenlerden haploid embriyolar
elde edilmesi olayidir. Anter kiiltiirii yapilarak normal kosullarda iki ¢ekirdekli yapiya
doniisecek olan polen tanesinin gametik gelisme yonii, heniliz tek c¢ekirdekli
donemdeyken somatik gelisme yoniine dogru cevrilmekte ve bodylece mikrospor
androgenesisi  veya  sadece  androgenesis  olarak  adlandirilan  olusum
gerceklestirilmektedir (Ellialtioglu vd 2001).

Anter kiiltiiriinden elde edilen basari, yani elde edilen haploid embriyo sayisi
birgok faktoriin etkisi altinda bulunmaktadir. Bu faktorlerin bir boliimii, anterlerin
alindig1 dondr bitkiden kaynaklanmakta olup diger bir bolimii de anter kiiltiiri
tekniginin uygulanmasi sirasindaki kosullarla iligkilidir (Ellialtioglu vd 2001). Donor
bitkiden kaynaklanan faktorler, genotip ve donor bitkinin yetisme kosullar1 iken; anter
kiiltiirii tekniginden kaynaklanan faktorleri ise anterlerin gelisme donemi, anterlere
yapilan 6n uygulamalar, besin ortaminin bilesimi ve yapisi ile inkiibasyon kosullari
olarak 6zetlemek miimkiindiir.



Nitekim, doku kiiltiirii ¢alismalarinda anter ve mikrospor kiiltiirlerinin 6nemine
vurgu yaparak, erkek gametten haploid bitki elde etmeyi amaglayan Ozkum Ciner ve
Tipirdamaz (2001) birgok bitki tiirlinde anter kiiltiirii yoluyla haploid bitki olusum orani
diisiik oldugundan dolayr bu teknigin bitki 1slahinda kullanimin1 = smirladigini
belirtmislerdir. Yaptiklar1 calismada anter Kkiiltiirlinde basariy1 etkileyen faktorlerin
dondr bitkinin genotipi ve gelisimi, anterlerin gelisme donemi, anterlere yapilan 6n
uygulamalar, besi ortami ve kiiltiir kosullart oldugunu 6zetlemislerdir.

Koleva Gudeva ve Trajkova (2012) biber bitkisinin in vitro anter kiiltiiriinde
androgenesis etkinliliginin arttirilmasin1  amaglamis ve buna bagl olarak da
embriyogenesisin basarilmasi, olusan embriyolarin bitkiciklere doniismesi, bitkiciklerin
steril kosullardan sera kosullarina bagarili adaptasyonu ve dis ortama alistirilmasi ve
plastik tiinel kosullarinda elde edilen androgenetik biber hatlarinin 1slah stireglerinde
kullanilmast bu c¢alismanin hedefleri arasinda olmustur. Arastirmacilarin kullandiklari
19 biber genotipinden, 12 tanesi anter kiiltiirlinde embriyo olusumu i¢in potansiyele
sahip olup, olusan bitkiciklerin dis g¢evreye alistirilmasi ve adaptasyonundan sonra
tohum materyalini 4 biber genotipinden toplamislardir. Sonugta anter kiiltiiriiniin devam
ettigi siirecte androgenesis etkinliliginin genotipe ve yetistirme kosullarina bagl
oldugunu gézlemlemislerdir.

Mikrosporogenesis ve mikrogametogenesis siiresince belirli bir gelisme
asamasindaki polen ya da mikrospor tanesinin belirlenmesinin, farkli temel ve
uygulanabilir amaglar i¢in 6nemli bir asama oldugunu belirten Parra-Vega vd (2013a),
androgenik double haploid teknigi ve diger tekniklerde belirli agamadaki mikrospor ya
da polen tasiyan ¢igek tomurcuklarini belirlemek i¢in kesin, hizli ve giivenilir kriterlerin
esas alindig1 goriisiindedirler. Antosiyanin iireten biber tiplerinde, c¢icek gelisim
ozellikleri potansiyel olarak yararli olan boyle bir belirleme icin kriter olarak bir¢ok
morfolojik markdriin belirlenmesine izin verir. Aragtirmacilar, yaptiklar1 bu ¢alismada
mikrosporogenesis ve mikrogametogenesisin bireysel asamalarmin her biri ile ilgili
tomurcuk ve anter gelisiminin goriilebilir ve dl¢iilebilir 6zelliklerini iligskilendirebilmek
i¢in en basit ve daha kesin kriterler belirlemeyi hedeflemistir. Bunun igin 3 Ispanyol
biber F1 hibridini kullanmiglardir. Ayri ayr1 mikrospor/polen gelisim asamalarinin
belirleyicileri olarak anter uzunlugunun, tomurcuk uzunlugunun, anter mor
pigmentasyonunun ve kaliks uzunlugu ile tomurcuk uzunlugu arasindaki oranin
(kaliks/tomurcuk orani) kullanilmasinin kesinligini ve pratik olarak kullanilirligini
tartismislar ve analiz etmislerdir. Arastirmacilar elde ettikleri sonuglara gore
kaliks/tomurcuk orani ile anter pigmentasyonunun kombine edilerek kullanilmasinin,
antosiyanin iireten biber gesitleri i¢cin 6zel markorleri belirlemek amaciyla potansiyel
olarak uygulanabilir kolay, hizl1 ve kesin bir kriter olarak dnermektedirler.

Irikova ve Rodeva (2004) yapmis olduklar1 ¢calismada, farkli besin ortamlarinda
kiiltiire alinan Bulgar biberlerine ait 4 hat, 5 varyete ve 2 F1 hibritin anter kiiltiirlerinin
in vitro tepkilerini arastirmiglardir. Arastirmacilar, in vitro biber anter kiiltiirtiniin
tepkisinin biiylik oranda dondr bitki genotipi, ortam kompozisyonu ile eklenenler ve
biliylime diizenleyicilere dayandigini bildirmislerdir. Calismanin sonucuna gore ise en
cok denenen genotiplerin anter kiiltiirlerinde, sitokininlere oranla daha diisiik oksin
konsantrasyonuna sahip C ve MS ortamlari, direkt embriyogenesis i¢in uygun
bulunmustur.



Caglar vd (2004), Kahramanmaras kirmizi biberlerinde (Capsicum annuum L.)
androgenesis yoluyla in vitro haploid embriyo olusturma tizerine farkli oksin ve
sitokinin kombinasyonlarinin etkisini arastirdiklar1 ve aktif komiir ve AgNOs3 igeren
besi ortamlari ile farkli 6n sicaklik uygulamalarindan olusan ¢aligmalarinda, kaliks ve
korollanin ayn1 seviyede ya da korollanin kaliksden 1-2 mm uzun oldugu safhadaki
tomurcuklar: kullanmislardir. Eksplantlarin kiiltiire alinmasinda 100 mg/l myo-inositol,
30 g/l sakkaroz ve 8 g/l agar ilave edilmis MS temel besi ortamini kullanmislardir.
Kullandiklar1 bu ortama oksinlerden NAA (2.0, 4.0,6.0 mg/l) ve 2,4-D (1.0, 2.0, 3.0, 4.0
mg/l), sitokininlerden BAP (0.1, 1.0, 2.0, 3.0 mg/l)ve Kinetin (0.1, 1.0, 5.0 mg/l)' nin
farkli miktarlardaki kombinasyonlarini ekleyerek uygulamalarini olusturmuslardir.
Ayrica ortamlarina aktif kodmiir (%0.25) ve AgNOs3 (10 mg/l) ekleyerek denemislerdir.
Kiiltiire aldiklar1 anterlere 1) 6n uygulamasiz, 2) 4 °C (karanlikta), 3) 29 °C (karanlikta),
4) 35 OC (karanlikta) olmak iizere 4 farkli 6n sicaklik uygulamasi da yapmislardir. Baz1
anterlerde yalnizca kallus gelisimi gordiiklerini ifade eden arastirmacilar, MS + 0.1
mg/l BAP + 4 mg/l NAA + % 0.25 aktif komiir + 10 mg/l AgNO3 bilesimli besi
ortamina dikilen anterlerde hi¢ kallus gelisimi olmaksizin % 2.8 oraninda haploid
embriyo gelisimi sagladiklarini bildirmislerdir.

Sivri, dolmalik ve carliston gruplarindan 6 biber ¢esidine ait anterleri kiiltiire
alarak yaptiklar1 ¢alismada Sayilir ve Ozzambak (2005), anter kiiltiirii i¢in en uygun
devre oldugu bilinen tek cekirdekli mikrosporlar1 igeren, 5-6 mm uzunlugundaki
tomurcuklardan alinan anterleri, aktif karbon ve havug eksrakti ile zenginlestirilen 4
mg/l NAA + 0.1 mg/l BA ve bunlardan higbirinin eklenmedigi MS ve N besi
ortamlarin1 kullanmak suretiyle 6 farkli kiiltiir ortaminda ¢aligmalarini yiirtiitmislerdir.
En iyi sonucu MS + 4 mg/l NAA + 0.1 mg/l BA kombinasyonunun Carliston Bagc1
cesidinde verdigini, bunun yani1 sira N + 4 mg/l NAA+ 0.1 mg/l BA % 0.1 aktif kdmiir
ve 200 ml havug ekstrakti i¢eren besi ortaminin da iyi sonug verdigini bildirmislerdir.

Parra-Vega vd (2013b) yaptiklar1 ¢alismaya gore, 1slah amaglarina uyan saf
hatlar elde etmek igin en giivenli aracin double haploidlerin iiretimi oldugu, simdiye
kadar biber double haploidlerini elde etmek i¢in en kolay ve en kullanish yaklagimin ise
anter kiiltlirii oldugu goriistindedirler. Arastirmacilar ¢alismada, Dumas de Vaulx vd
(1981) ve Supena vd (2006) olmak iizere 2 protokol kullanarak 4 biber ¢esidinde
meydana gelen embriyo ve kallus gelisimlerini degerlendirmislerdir. Bu protokollere
gore tiim genotipler test edilmis ve Dumas de Vaulx vd (1981)'nin protokoliinden hem
embriyo gelisimi hem de kallus biiylimesi gozlemlenirken, Supena vd (2006)'nin
protokoliinden hi¢ kallus gelismemis fakat sadece embriyo olusmustur. Ancak, bu
genotipler arasinda, embriyo iretiminde farkliliklar gozlemlemislerdir. Anterleri 25
OC'de kiiltiire almadan once, 35 °C'de 4, 8, 12 ve 16 giin siiresince indiikleyici bir
sicaklik sokuna maruz birakmislardir. Buna gére embriyo liretiminde ve ayn1 zamanda
kallus iiretiminde de uygulanan sicaklik sokunun siiresinin énemli etkileri oldugunu
belirtmislerdir. Arastirmacilar, 35 0C‘ye maruz kalma siiresinin uzatilmasinin kallus
iretimini arttirdifin1  gozlemlemislerdir. Embriyo ve kalluslarin orijinlerini flow
sitometri, 151k mikroskobu ve molekiiler markirlar yardimiyla analiz etmisler ve yapilan
analizler sonucunda test edilen embriyolarin hepsinin gametofitik orijinli oldugunu, test
edilen kalluslarin hepsinin ise sporofitik orijinli oldugunu gostermistir. Bununla birlikte
arastirmacilar, elde ettikleri sonuglardan sadece mikrospor tiirevli embriyolarin
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iretiminde degil ayn1 zamanda anter duvarindan kallus olusumu iizerine de kiiltiir
kosullarinin ¢ok énemli etkisinin oldugunu gézlemlemislerdir.

Kristiansen ve Andersen (1993) biber anter kiiltiiriinde yapmis olduklar
calismada dondr bitki yasi, sicaklik ve fotoperiyodun embriyo olusumu iizerine olan
etkisini aragtirmiglardir. Denemede ii¢ farkli fotoperiyod (11, 15 ve 19 saat), ii¢c farkli
sicaklik (22°C, 26°C ve 30°C) ve ii¢ farkli hibrid ¢esit kullanmiglardir. Anterleri, don6r
bitkinin yasmin onemini test etmek i¢in 5 ile 9 haftalik periyotlar arasinda ayr1 ayri
bitkilerden toplamislardir. Embriyolar, 26.4 °C olarak hesaplanan optimum sicaklikta
elde edilmistir. Embriyo olusumu fotoperiyod testlerinden etkilenmemistir.
Arastirmacilar, donor bitkilerin yetistirilmesi sirasinda farkli sicaklik uygulamalar
yapmis ve bunun sonucunda ise sicakligin artmasi ile embriyo gelisiminin arttigini
gozlemlemislerdir. Bitkiler i¢in en uygun gelisme sicakligi olan 26°C'de yetistirilen
bitkilerden maksimum (%2 embriyo) embriyo gelisimi gozlendigi ifade edilirken, distiik
sicaklhikta (16 °C) yetistirilen donor bitkilerden anterlerin kiiltiire alinmasi ile %0.2
embriyo elde edildigini belirtmislerdir. Arastirmacilar, donoér bitki yasmin embriyo
olusumuna etkisini belirlemek amaciyla anterlerin kiiltiire alinmasin1 haftalik olarak
tekrar etmiglerdir. Calismada yapilan her ii¢ deneyde de donor bitki yasinin artistyla
anter kiiltiirtine olan tepkide oOnemli bir diisiis gozlemlenmistir. Buna gore, geng
bitkilerden alinan anterlerden %2-3 oraninda embriyo olusurken, 12-14 haftalik
bitkilerden alinan anterlerde ise embriyo olusumunun gozlemlenmedigini ifade
etmislerdir.

Biber anter kiiltiiriinde farkli asamalardaki anterlerin igerdigi mikrosporlarin
gelisim asamalarin arastiran Kim vd (2004) embriyo gelisimi i¢in en uygun asamayi
belirlemislerdir. Arastirmacilar, biber anterlerini 0.1 mg/l NAA ve 0.1 mg/l Kinetin
iceren MS ortaminda kiiltiire almislar, daha sonra 25 °C’de karanlik inkiibe kosullarina
almadan once 3 giin 31 °C'de sicakhk uygulamasina tabi tutulmuslardir. Kiiltiire
alindiktan 6 hafta sonra olusan mikrospor embriyolarmin ve kalluslarin sayimini
yapmuslardir. Arastirmacilar, 1) 1/4'imor renk olan anterler, 2) 2/4i mor renk olan
anterler 3) 3/4'i mor renk olan anterler, 4) tiimii mor renk olan anterler olmak iizere
anterleri mor pigmentasyonlarinin derecesine gore 4 gruba aymrmislardir. Her bir
asamadaki anter grubundan aldiklar1 yaklasik 10 anteri, kiltirin 0, 2, 4, 7, 9 ve 14.
giinlerinde fikse ettikten sonra, DAPI boyama yontemini kullanarak boyamislar ve
mikrosporlarin gelisimlerini sitolojik olarak gézlemlemislerdir. Buna dayanarak, anter
kiiltiirlinlin ~ ikinci  glinlinden itibaren Olii polen sayisinda Onemli bir artis
gbzlemlediklerini ifade etmislerdir. Arastirmacilar yaptiklar1 bu c¢alismada embriyo
olusturan anterleri yiizdeleri bakimindan incelemisler ve buna gore 1., 2., 3., ve 4.
asamalardaki gozlemler sirasiyla; %1.5, %11.5, %18.6 ve %6.0 olurken, 100 anter igin
embriyo olusum oran1 bakimindan %3.0, %34.3, %57.8 ve %12.6 olmustur.
Arastirmacilar, en basaril tepkileri ¢cogunlukla 3/4" it mor renk olan (>%75) erken-¢ift
cekirdekli asamada polen igeren anterlerin verdigini bildirmektedirler.

Kahramanmaras biber populasyonunda anter kiiltiriinde farkli inkiibasyon
kosullart ve besin ortamlarinin embriyo olusumuna etkilerini arastiran Terzioglu vd
(2000), tek ¢ekirdekli mikrosporlar: igeren, 5-7 mm uzunlugundaki, petallerin sepaller
icinden heniiz ¢ikmadigi, hafif¢e goriilmeye basladigi tomurcuklarin anter kiiltiirii igin
uygun asamada olduklarini asetokarmin ile boyama ydntemi yoluyla belirlemiglerdir.
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Calismada 1ki farkli inkiibasyon kosulu denemislerdir. Birinci inkiibasyon
uygulamasinda anterler 35°C sicaklikda 16/8 saat fotoperyodik kosullarda 8 giin
tutulduktan sonra 25°C sicakliktaki iklim odasmna aktarilmistir. Ikinci inkiibasyon
uygulamasinda ise anterler siirekli 2000 liiks 151k siddetinde aydinlatilan 29°C
sicakliktaki biiylitme dolabinda 3 ay siireyle tutulmustur. En yiiksek embriyo
olusumunu (%4.8) 4 mg/l NAA ve 1 mg/l BA ilave edilen ve %0.25 oraninda aktif
komiir iceren MS besi ortaminda kiiltiire alindiktan sonra 29 °C’de siirekli 1s1klandirilan
kosullarda kiiltiire alinan anterlerden elde etmislerdir. Ayn1 hormon kombinasyonu ve
inkiibasyon kosullarinda aktif komiir ilave edilmemis ortamda kiiltiire alinan anterlerde
ise %3.3 oraninda embriyo olusumu gozlemleyerek, besi ortamina aktif komiir ilave
edilmesinin embriyo olusumu iizerine olumlu etkide bulundugunu ifade etmislerdir.
Arastirmacilar bulgularina gore, 4 mg/l NAA ve 1 mg/l BA hormon kombinasyonunun
1 mg/l NAA ve 4 mg/l BA kombinasyonuna oranla daha basarili oldugunu, besi
ortamina %0.25 dozunda aktif kodmiir ilavesinin embriyo olusum oranin arttirdigini, 29
°C ve 2000 lux siddetinde siirekli aydinhk kosullarda inkiibasyonun, 35/25 °C' lik
sicaklik rejimini uygulamasindan daha iistiin oldugunu saptamislardir.

Ellialtioglu ve Tipirdamaz (2002), 11 B 14 ve Demre Sivrisi biber ¢esitlerine ait
cicek tomurcuklarina yaptiklart soguk soku uygulamalarinin ve besi ortamina ¢ift fazlh
sistemde katilan aktif komiiriin; anter kiiltiiriinde, anterlerdeki igsel absizik asit miktar
izerine etkilerini incelemislerdir. Calismalarinda uyguladiklar farkli soguk soklarinin
ve besi ortamima ekledikleri aktif komiiriin etkisini degerlendiren aragtirmacilar,
anterlerdeki ABA miktarini azaltirken; embriyo olusturma yoniinde olumlu bir etki
yapmadig1 bildirmislerdir.

Ercan ve Sensoy (2011) yaptiklart c¢alismaya gore genotip, dondr bitki,
tomurcuklara ya da anterlere 6n uygulama yapilmasi, mikrospor gelisim agamasi ve
inkiibasyon kosullar1 gibi birgok faktoériin androgenetik tepkiyi etkiledigini
belirtmislerdir. Arastirmacilar anter kiiltiiriine olan genotipik cevabi agiga ¢ikarmak i¢in
11 farkli biber tipini kullanmislardir. Korolla ile kaliks esit uzunluktayken ya da
korollanin kaliksi hafifce gectigi durumda ¢icek tomurcuklarimi toplamislardir.
Tomurcuklar1 24 saat boyunca sogukta (4 °C) bekleten arastirmacilar, 8 g/l agar ve 30
g/l stikroz eklenmis Murashige-Skoog (MS) ortaminm1 kullanmislar, inkiibasyon kosulu
olarak ise 35 °C'de 8 giin boyunca karanlik kosullarin ardindan 25 °C'de 3000 luks 151k
yogunluguna sahip 16/8 saat karanlik/aydinlik kosullar1 kullanmiglardir. Elde ettikleri
sonuglara gore biber genotiplerinin farkli androgenetik tepkileri oldugunu
belirtmislerdir. Arastirmacilar, test ettikleri g¢esitlerden ikisinde higbir sekilde embriyo
tiretimi olmadigin1 belirtirken, geri kalan diger ¢esitlerde genotipe bagli olarak farkl
oranlarda embriyolar {retildigini hatta bu genotiplerdeki olusumlarin direkt
embriyogenesis olduklarini gozlemlemislerdir. Elde ettikleri embriyolarin olusum
oranlar1 %0.33 ile %7.69 arasinda degisirken, tiim genotiplerdeki kallus olusum frekansi
ise %17.31 ile %44.15 arasinda degisiklik gostermistir. Fakat bu kalluslardan herhangi
bir embriyo olusumu goézlemlenmemis olup, kalluslar kok olusumu ya da anormal
gelisim gostererek daha ileri bir gelisim olmamis ve gittikce kahverengiye donmiistiir.
Bu galismada arastirmacilar in vitro'da kiiltiire aldiklar1 11 genotipten ¢ikarilan 2398
anterden toplamda 44 embriyo iiretmis ve 12 bitkicik elde etmistir. Kullandiklar1 2
genotipten (Yalova Carliston ve Kandil) hi¢ embriyo olusumu olmazken, diger bir 2
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genotipten (Sera Demre 8 ve Odesa) ise diger biber genotipleri ile karsilastirildiginda
daha iyi androgenik cevap gozlemlemislerdir.

Irikova vd (2011), yaptiklar1 ¢calismada aralarinda 8 hat, 7 varyete ve 4 hibritin
bulundugu 19 Bulgar biber genotipinin anter kiiltiiriine olan in vitro tepkisini sirasiyla
12 ve 40 giin araliklarla 2 kez olmak iizere 2 baslatma ortami (C ve Cm) ve 2
rejenerasyon ortami (R ve Rm) kullanarak denemislerdir. In vitro'da inokulasyonundan
35-40 giin sonra kiiltiire alinan anterlerde 6 hat, 6 varyete ve 3 hibrit direkt embriyo
iiretmistir. Rejenere olan bitkileri 4 hat, 6 varyete ve 1 hibritten gozlemlemislerdir. Test
edilen genotiplerde embriyo olusumunu baslatmak icin C ortaminda 12 giin stireyle
kiiltire alinmas1 etkili degilken, 40 giin siireyle kiiltiir ortaminda kalmasi1 direkt
embriyogenesis agisindan yeteneklerini agiga ¢ikarmistir. R ortamina transfer edildikten
sonra gelisen embriyolarin bitki rejenerantlarina doniisiim orani oldukg¢a ¢ok olmustur
(%50-100). Embriyonik anterlerin en yiiksek frekansi Cm baslatim ortaminda 12 giin
siireyle kiiltiire alindiktan sonra kaydedilmistir fakat Rm ortamina transfer edildikten
sonra embriyolar bitkiciklere doniigmemistir. Arastirmacilar elde ettikleri sonuglara
dayanarak donor genotiplerin besin ortami ve kiiltiir siiresince 6zel gereksinimlere sahip
oldugunu belirtmislerdir.

Matsubara vd (1998) yapmis olduklar1 ¢alismada Temmuz'dan Kasim'a kadar
alman anterlerin kiiltiirii yoluyla 6 biber cesidinin mikrosporlarindan embriyoid ve
kallus rejenere etmislerdir. Tek cekirdekli asamadaki mikrosporlar1 igeren anterleri
0.004 mg/l 2,4-D, 0.1 mg/lkinetin, 30 g/l siikkroz ve 2 g/l Gelrite ile desteklenen MS
ortamia dikmisler ve 35 °C'de 24 saat tuttuktan sonra 25 °C'de 16 saat giin 15181 altinda
40 giin siireyle inkiibe etmislerdir. Acilmis olan anterlerdeki mikrosporlardan
embriyoidler rejenere olmustur ve 40 giin sonra kalp sekilli ve torpedo embriyolara
dontismiistiir. Kalluslarin ise hem mikrosporlardan ya da filamentlerden hem de anter
duvarindan gelistiklerini, biiylimelerinin daha yavas, canliliklarinin daha az ve
renklerinin isebeyazims: oldugunu goézlemlemislerdir. Embriyoid ve kallus olusum
sikligr periyodun baglamasimna ve g¢esitlere gore degisiklik gostermistir. Embriyoid
olusumu Eyliil'den Ekim'e kadar olan siirede daha etkili olmustur. Eyliil ve Ekim
aylarindaki 15 ile 25 °C olan sicaklik daha yiiksek embriyoid olusumu icin etkili
olmustur. Embriyoid ve kallus tiim ¢esitlerde elde edilmesine ragmen, embriyoid ve
kallus olusum sikliklarinda ¢esitlere gore farkliliklar gézlemlenmistir. MS ortamina
transfer edilen embriyoidler bitkiciklere doniismiis ve iklime alistirilmislardir. Kok ucu
hiicrelerindeki kromozom sayilar1 19 bitkide 12 (haploid), bir bitkide 24 (diploid) ve 3
bitkide 20 ile 23 (aneuploid) arasindadir.

2 biber 1slah hattinin (ATZ1 ve PO) ve bu iki hattan elde edilen bir hibridin
(ATZ1 x PO)F1 in vitro anter kiltiirinde androgenesis baslatiminin etkinliliginin
kurulmasini ilk hedef olarak belirleyen Nowaczyk ve Kisiala (2006),bu ¢alismay1 birkag
modifikasyonla birlikte Dumas de Vaulx vd (1981) tarafindan gelistirilen metoda gore
yiiriitmiislerdir. Yapilan deneyler androgenesisin etkinliliginin ATZ1 hatt1 i¢in %4'ten
(ATZ1 x PO)F1 icin %].5'a kadar degisiklik gosterdigini ve anter kiiltiirliniin devam
ettirilmesi i¢in gerekli kosullarin yanmi sira ¢icek tomurcugunun gelisim asamasina
fazlasiyla dayandigini ortaya c¢ikarmistir. Calismada, androgenik embriyolarin
gelisiminin sadece petallerin sepallerle esit ya da petallerin sepallerden ¢ok hafif uzun
oldugu ¢i¢ek tomurcuklarindan ileri gelen anterlerde basarili bir sekilde olustugunu ve
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CP ortaminda anter baslatim periyodunun uzunlugu ile R1 rejenerasyon ortaminda
kinetinin seviyesi arasinda acikea bir iliski oldugunu ortaya koymuslardir.

Luitel ve Kang (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada, haploid iretiminde
androgenesisin etkinliligini belirlemek i¢in Dumas de Vaulx (CP) ve Murashige and
Skoog (MS) kiiltiir ortamlarmi kullanarak minipaprika Fi hibridinin Vine sweet
¢esidinin (kirmizi, sar1 ve turuncu tipleri) in vitro androgenik tepkisini arastirmislardir.
Bulduklar1 sonuglara gore kullandiklart her iki ortamda da tiim minipaprika tiplerinin
anter kiiltiiriinde kallus ve embriyo olusum sikliklar1 degisiklik gostermistir. Her iki
kiiltir ortamindaki anterler tiim paprika tiplerinde rejenerasyon olmaksizin kallus
olusturarak tepki vermistir. Sar1 tipe ait anterler CP ve MS ortamlarinda sirasiyla %62.5
ve %46.7 normal embriyo olusturmustur. Her iki kiiltlir ortaminda da sar1 tip kirmizi
tipe gore yaklasik 4 kat daha fazla normal goriiniimlii embriyo liretmistir ve turuncu tip
anter kiiltlirtine kars1 diisiik androgenik tepki gostermistir. Rejenerasyon igin biiyiime
diizenleyicisi igermeyen MS ortamina transfer edilen toplamda 51 embriyo arasindan 45
bitki rejenere olmustur. Flow sitometri analizi kirmizi, sar1 ve turuncu tipler igin
strastyla %44.5, %42.4 ve %33.3 oraninda bitkinin haploid; %55.5, %57.6 ve %66.7
oraninda bitkinin ise spontane diploid oldugunu ortaya koymustur. Haploid bitkilerin
kromozom sayis1 12, diploidlerinki 24'tiir. Ayrica, yaprak stomatasinin bekei
hiicrelerindeki stomata karakterleri ve kloroplast sayilari, rejenere olan bitkilerin ploidi
seviyelerini analiz etmek i¢in basit ve giivenilir bir metot olarak bulunmustur. Kendine
dollenmeyi takiben spontane diploidlerin double haploid (DH) olduklar1 dogrulanmustir.
Anter kiiltiirtinden elde edilen haploid ve DH bitkiler heterosis 1slah1 i¢in degerli 1slah
materyalleri olabileceklerdir.

Rodeva vd (2004) yapmis olduklar1 ¢alismada 16 Bulgar biber genotipinin
(hatlar, varyeteler ve hibritler) anterlerinin in vitro'da kiltire alinmasimin
reaksiyonlarindaki  genotipik  farklilbiklarim1i  arastirmayr  ve  karsilasgtirmayi
amaclamislardir. Bunun i¢in 6 hat, 6 cesit ve 4 hibrid kullanmislardir. Anterler direkt
embriyogenesis ya da kallus olusumu gostermistir. Calisilan genotiplerden sadece
ikisinin (biri hat, digeri cesit) anterleri indirekt organogenesis gostermistir. Genotip
gruplar1 tarafindan ortaya konan veriler gostermistir ki, hatlarin, ¢esitlerin ve hibritlerin
anterlerinin verdikleri tepkiler ¢ok yakin degerlere sahiptir. Ancak en yiiksek degerleri
cesitlerden elde etmiglerdir. Ayrica diger iki grup genotiple karsilastirdiklarinda direkt
embriyogenesiste de en yiiksek degerleri cesitlerden elde etmislerdir. Kallus olusumu
acisindan bu ii¢ genotip grubunu degerlendirdiklerinde fazla bir farkin olmadigim
gozlemlemislerdir. Indirekt organogenesiste ise hatlar ve cesitler arasinda anter
kiiltiiriine tepki bakimindan esitligin s6z konusu oldugunu belirtmektedirler.

5 biber genotipi ve 4 farkl kiiltiir ortam1 kullanarak yaptiklari ¢alismada Taskin
vd (2011), embriyo {iretiminin frekansin1i optimize etmek igin anterleri farkli
periyodlarda kiiltiire almiglardir. Daha sonra embriyolar gelisimlerini ¢alisilan kiiltiir
ortaminda tamamlayamayacaklarindan dolayr 0.5 mg/l absisik asit igeren ortamda 10
giin bekletilmistir. Caligmanin sonucunda, embriyo gelisiminin genotipe, anterin kiiltiire
alimma periyoduna ve Kkiiltiir ortamina gore degistigini belirlemislerdir. En yiiksek
embriyo verimini diisiik sicakliga tolerant olan genotipte elde etmislerdir. Diger
periyotlardan alinan anterlere kiyasla nisandan mayisa kadar alinan anterlerden elde
edilen embriyolardan en yiiksek verim elde edilmistir. En ¢ok embriyo 3. (4 mg/l NAA,

14



1 mg/l BAP, %0.25 aktif komiir, 15 mg/l AgNOs3, 30 g/l siikkroz iceren MS ortami) ve 4.
(%0.25 aktif komiir, 15 mg/l AgNOsz, 4 mg/l NAA, 0.1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l ABA
iceren modifiye MS ortami) ortamlardan elde edilmistir. Arastirmacilar olgun
embriyolar iizerine absisik asitin hi¢bir pozitif etkisinin bulunmadigini belirtmislerdir.

Koleva Gudeva vd (2007) yapmis olduklar1 ¢alismada, elde edilen androgenik
bitkilerin sikliginin biiylik oranda genotipe dayandigini; dolayisiyla haploid eldesinin
diistik oraninin biber 1slahinda anter kiiltiiriiniin kullantmin1 siirlamakta oldugu
goriisiinii belirtmislerdir. Yapilan bu ¢alismada arastirmacilar 19 biber genotipinin in
vivo anter kiiltiirinde androgenesis baslatimmin etkinliligini arastirmiglar ve
kurmuslardir. Arastirmacilarin yaptiklar1 bu ¢alismadaki hedefleri haploid ve diploid
bitki rejenerantlarinin ¢alisilmasi igin etkili bir in vitro teknolojinin kurulmasi; biber
anter kiiltiirlinde embriyogenesisin baslatilmasi; embriyolarin rejenerantlara gelisimi ve
basarili bir sekilde rejenerantlarin steril kosullardan sera kosullara adaptasyonu ve
aligtirllmas1 olmustur. Anterler Dumas de Vaulx vd (1981) tarafindan gelistirilen
metoda gore kiiltiire alinmus, 35 °C'de 8 giin boyunca karanlikta sicaklik 6n uygulamasi
uygulanmigtir. Deneyler, androgenesis siirecinin etkinliliginde anter kiiltiiriiniin
stirdiiriilmesinin biber genotipine ve kosullara dayandigin1 gostermistir. Test edilen 19
genotipten 12'si embriyo olusumu i¢i yetenek gostermistir. Bununla birlikte, 2 genotip
1yi, 4 genotip ortalama, 6 genotip zayif androgenik potansiyele sahipken, 7 genotip ise
androgenik potansiyele sahip degildir. Direkt embriyogenesis, bitkiciklere doniisen
embriyo olusumu ile sonuglanmistir. Rejenerantlarin basarili bir sekilde dis ortama
alistirilmasindan sonra ilk olarak iklim kosullarinda ve sonrasinda sera kosullarinda 4
genotipten tohum materyali toplanmistir. Arastirmacilar yaptiklart bu ¢alisma ile elde
ettikleri sonuclara dayanarak, toplanan tohum materyalinin daha sonraki 1slah siirecleri,
sitogenetik ve diger molekiiler diizeyde arastirmalar i¢in miikkemmel bir imkan
saglayacagini bildirmislerdir.

Biber F; hibrit generasyonunun (ATZ1 x PO ve ATZ1 x CDT) ve ayni zamanda
iki tlirler aras1 hibridin (C. frutescens x C. annuum ATM1 ve C. frutescens x C.
chinense) in vitro anter kiltiirlerinde androgenesis kosullarinda ayri ayri bitki
reaksiyonunu degerlendiren Nowaczyk vd (2009), Dumas de Vaulx vd (1981)nin
modifiye ettikleri metodu takiben bu calismay: yiirtitmiislerdir. Arastirmacilara gore,
hem biber hibrid formlarim hem de test edilen tiim genotiplerin bireysel (ayr1 ayri)
bitkileri arasindaki androgenesis etkinliliginde oldukca agik farkliliklar vardir.
Androgenik embriyo gelisiminin en yiiksek etkinliligini C. annuum: (ATZ1 x PO)F2'nin
kiiltiire alinan tipi i¢in gdzlemlemislerdir. Aragtirmacilarin belirttiklerine gore, ikinci C.
annuum hibridi olan (ATZ1 x CDT)F 'nin anter kiiltiirlerinde neredeyse 3 kat daha az
embriyo ve bitki iiretilirken, bu hibridin bitkilerinin ¢ogunun anterleri %5'ten daha
yiiksek seviyede embriyo iiretmistir. Tiirler arast hibritlerin ¢i¢cek tomurcuklarindan
izole edilen anterler cok daha diisiik sayida embriyo olusturmustur. Yine arastirmacilar,
gozlemlerine dayanarak, (C. frutescens x C. chinense)F, androgenik embriyolar1 2
bitkinin anterlerinden elde edilirken, (C. frutescens x C. annuum ATM1)F; 'nin 5 hibrit
bitkisi i¢in pozitif bir reaksiyon kaydedildigini belirtmislerdir. Bu bitkilerden yalnizca
bir tanesi androgenesisin etkinliligi bakimindan %5'" asmistir. Arastirmacilar
rejenerantlarin ploidi seviyesini flow sitometri yontemiyle belirlemistir. Rejenerantlar
arasinda haploidlerle birlikte diploid kromozom sayisina sahip bitkiler de
gozlemlenmistir.
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2.2.Mikrospor Kiiltiirii Ile ilgili Kaynak Taramalar

Erkek gametten haploid embriyo elde etmek amaciyla anter Kkiltiiri
kullanilabildigi  gibi, anterlerden izole edilen mikrosporlarin da  kiiltiirii
yapilabilmektedir. Genel anlamda mikrospor kiiltlirii, olgunlasmamis mikrosporlarin
anter igerisinden izole edilerek in vitro kosullarda 6zel hazirlanmis besin
ortamlarindagelistirilmesi ve bunlardan haploid embriyolar elde edilmesi islemidir
(Ellialtioglu vd 2001).

Ellialtioglu vd'nin (2001) bildirdigine gore, mikrospor Kkiiltlirii yoluyla ilk
haploid bitki 1974 yilinda Nitsch tarafindan elde edilirken, ilk mikrospor kiiltiiri
calismalarini ise 1989 yilinda Pesticelli vd tiitiin (Nicotiana tabacum) ve misir (Zea
mays) bitkilerinde gerceklestirmistir.

Androgenesisi etkileyen faktorlerin en Onemlilerinden birisi mikrosporlarin
gelisim sathasidir. Ciinkii uygun safhadaki mikrosporlar kiiltiire alinmadikga, diger
kiiltiir sartlar1 milkemmel dahi olsa polen embriyogenesisi gerceklesmeyecektir (Ari
2006).

Androgenetik mikrospor sayist ve mikrospor basina elde edilen embriyo sayisi,
bircok faktoriin etkisi altinda bulunmaktadir. Mikrospor kiiltiiriinden elde edilecek
basarty1 etkileyen faktorlerin bir bolimi genetik olup, mikrosporlarin alindig
dondrbitkilerin genotipine baghdir. Diger bir boliimii ise, mikrospor kiiltiirii tekniginin
uygulanmasi sirasindaki ¢evre kosullariyla iligkilidir (Coskun 2011).

Yin vd (2010), yaptiklar1 calismada biberin izole edilen mikrospor kiiltiiriinde
embriyoid baglatimini ilerletmek igin bir sistem gelistirmislerdir. Elde ettikleri sonuglar
diisiik sicaklik 6n uygulamasi, biiylime diizenleyicilerinin kombinasyonlari, aktif karbon
konsantrasyonlart ve sicaklik on uygulamalarinin in vitro'da izole edilen biber
mikrosporlarinin embriyoid olusumunu etkileyen kritik faktorler oldugunu gostermistir.
Bir giin boyunca 4 °C'de tomurcuklarmn 6n uygulamasindan sonra, farklilasan ve
embriyoya doniisen anterleri bir hafta siiresince 7 °C'de ¢ift katmanli ortam sisteminde
kiiltiire almislar ve daha sonra da 28 °C'de karanlkta kiiltiire devam etmislerdir. Bir
hafta boyunca 28 °C'de karanlikta kiiltire alman tek cekirdekli asamadaki
mikrosporlarin bazilar1 birkag kez boliinmiis ve arastirmacilar 2 ya da 3 hafta sonra
gelismelerinin farkli asamalarinda olan embriyoidleri tespit etmislerdir. Caligmada
kullanilan 7 genotipteki embriyoid olusum oraninin %9.44'ten % 81.11'e kadar degisim
gosterdigi ortaya ¢ikmistir. Kotiledon embriyoidleri secerek kati ortama almislar ve
4000-5000 liiks 1s1kta birkag¢ giin siire ile kiiltiire almislardir. Daha sonra bunlarin ¢ogu
normal gelisim gostererek normal bitki formlar1 olusturmustur. Cicek tomurcuklarina 4
OC'de 1, 2, 3 ve 4 giin siirelerle 6n uygulamay1 denemisler ve daha sonra 28 °C'de
kiiltire devam etmislerdir. Bu uygulama ile uygulama periyodunun gecikmesiyle
mikrospor kiiltlirii i¢in embriyoid olusum oraninda diisiis yasandigini, kontrolde %57
olan oranin 4. giine kadar %45.37'ye kadar geriledigini gérmiislerdir. Buna dayanarak
biber ¢icek tomurcuklari igin 4 °C'deki uygulama periyodunun ilk 24 saat oldugunu
tespit etmislerdir. Arastirmacilar aym1 zamanda mikrosporlart siirekli 28 °C'de kiiltiire
alinmasindansa, bir hafta boyunca yiiksek ya da diisiik sicaklikta inkiibe etmenin daha
yiiksek oranda embriyoid olusumunu tesvik ettigini ve diisiik sicaklik uygulamalarinin
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yiiksek sicakliga oranla genellikle daha iyi sonu¢ verdigini, hatta yaptiklar1 bu
calismada 7 °C'nin en yiiksek embriyoid olusum oranmi verdigini belirtmislerdir.
Sonugta test edilen 7 biber genotipi de bu protokole cevap vermistir. En iyi tepki veren
genotipin embriyoid olusumu %81.11'den %147.22'yve kadar artis goOstermistir.
Arastirmacilar elde ettikleri sonuglara dayanarak, gelistirdikleri bu protokoliin biber
islaht agisindan double haploid bitkileri iiretmek icin potansiyel bir arag olarak
kullanilabilecegini belirtmektedirler.

Lantos vd (2009), ii¢ Macar ve ii¢ Ispanyol biber genotipinin izole edilen biber
mikrospor kiiltiiriinde androgenesis baslatiminin etkinliligi tizerine mikrospor gelisim
asamasinin etkisini incelemislerdir. Yaptiklar1 caligmaya gore, %80 tek g¢ekirdekli ve
%20 c¢ift ¢ekirdekli mikrosporlart igeren donér anterler, basarili bir mikrospor
kiiltirtiniin en yiiksek verimini vermistir. Kiltiir ortamlarma biber ve bugday
ovaryumlarimi eklemisler ve bugday ovaryumu eklenerek yapilan ko-kiiltiirde biber
ovaryumuyla yapilaninkine oranla daha fazla embriyo elde etmislerdir. Calismada, izole
edilen mikrospor kiiltiirlerinin baslatimi sirasinda olan etkinliligindeki farkliliklari,
farkli biber genotipleri arasinda gézlemlemislerdir. Yesil bitkicikler mikrospor tiirevli
embriyoidlerden rejenere olmuslardir, fakat bazilar1 yaprak rozetlesmesi gibi anormal
biiyiime aliskanliklar1 gdstermistir. Sonug olarak arastirmacilar altis1 Ispanyol, biri
Macar genotipinden olmak iizere toplamda verimli yedi tane mikrospor tiirevli bitki elde
etmislerdir.

Lantos vd (2012), biber F1 hibrit genotiplerinde izole edilmis mikrospor kiiltiirii
deneylerini uygulamislardir. Ik deneylerinde, iki genotipte mikrospor tiirevli yapilarin
olusumunu baglatmadaki etkinliligini test etmek amaciyla dort kiiltiir ortamini (W14,
BS, MS ve NLN) karsilastirmislardir. Ikinci deneyde, iki genotiple B5 ortaminda 2,4-D
(0, 0.1, 0.2 ve 0.5 mg I') ve kinetinin (0, 0.2 ve 0.5 mg I) farkli oranlarmin etkilerini
aragtirmiglardir. Calismada, mikrospor kiiltiirlinde mikrospor tiirevli kallus ve embriyo
benzeri yapilarin {iretiminde biiylime diizenleyicilerinin etkisini arastirmiglardir.
Yapilan histolojik deneyler mikrospor tlirevli embriyo benzeri yapilarla kalluslar
arasindaki farkliligr ortaya c¢ikarmistir. Calismada en umut vaat eden sonuglari, test
edilen her iki genotipte de en yiiksek bitkicik olusumuyla 0.1 mg I*2,4-D ve 0.2 mg I
kinetinin varliginda arastirilan parametrelerde elde etmislerdir. En 1y1 temel besi ortami
ve bliylime diizenleyicilerinin kombinasyonu kullanilarak test edilen her bir biber
genotipinin tepkisi androgenesis baslatimi i¢in basarili olmustur. Genotipe bagli olarak
yesil bitkiciklerin sayis1 her bir petrideki bitkicik sayisi olarak 0'dan 8'e kadar (ortalama
1.5 bitkicik/petri) degisiklik gosterirken, embriyo benzeri yapilarin sayist petri basina
20'den 100'e kadar degisiklik gostermektedir. Calismadan ¢ikan sonuca gore, yaptiklari
ilk calismada denenen besi ortamlarindan her iki genotipin mikrospor kiiltiiriinde de
NLN ve MS ortamlarinda tretilenden 6nemli derecede fazla sayida mikrospor tiirevli
yapilar lireten BS ve W14 ortamlarinda en 1yi sonuglar elde etmislerdir. Arastirmacilar
ikinci deneylerinde ise iki biber hibrit genotipinde 2,4-D ve kinetinin farkli
kombinasyonlarin1 denemislerdir. Gézlemi yapilan 4 parametrenin (mikrospor tiirevli
embriyo benzeri yapilar, kalluslar, kalluslarin ve embriyo benzeri yapilarin orani ve
rejenere olan bitkicikler) verileri baglatim ortaminda iki biiyiime diizenleyicinin
kombine edilmis etkisini analiz etmek i¢in toplanmistir. Arastirmacilar, toplanan
verilerin istatistiksel analizine dayanarak, biiylime diizenleyicilerinin mikrospor
kiiltiiriiniin  etkinliligi {lizerinde ve mikrospor tiirevli yapilarin kalite ve kantitesi
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lizerinde tamamen bir etkiye sahip olmasma ragmen, androgenesisin baslatimi igin
gerekli degildir sonucuna varmiglardir. Bitki rejenerasyonunun istatistiksel analiz
verileri en yiiksek bitki rejenerasyon oranmin 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/l Kinetinin
kombinasyonunu i¢eren ortamda basarildigini ortaya koymustur.

Kim vd (2008), biberin izole edilen mikrospor kiiltiirii yoluyla embriyo
iretiminin ve bitki rejenerasyonunun yiiksek frekansin1 bildirmislerdir. Yaptiklari
calismaya gore, modifiye edilmis NLN ortaminda (NLNS) kiiltiire alinan mikrosporlar
boliinmiis ve embriyolar gelismistir. Arastirmacilar, kiiltiir baglangicindan 3 hafta sonra
globular ve kalp sekilli embriyolar gdzlemlemis ve kiiltiiriin 4. haftasindan sonra bir¢ok
embriyo kotiledon asamasina ulagmistir. Olusan bu kotiledon asamasindaki embriyolar
B5 kati temel besi ortamina transfer edildikten sonra bitkicikler gelismistir.
Aragtirmacilar aynt zamanda ©On uygulama ortamini, karbon kaynagini ve kiltir
yogunlugunu degistirerek embriyo liretimi i¢in sartlar1 optimize etmisler ve siikroz aglik
ortaminda sicak soku uygulamasinin B5 ortamindakinden daha etkili oldugu
gozlemlemislerdir. Karbon kaynagi olarak siikroz ve maltozun direkt karsilastirmasi
yapilmis ve maltoza kiyasla siikrozun istiinligli agikca goriilmiis olup, en yiiksek
embriyo olusumu oram1 %9 siikkroz varliginda goézlemlenmistir. Mikrospor ekim
yogunlugunun embriyonik baglatim ve gelisme etkinligi igin kritik 6neme sahip
oldugunu ve optimal ekim yogunlugunun ise 8x10* - 10x10%ml olarak ayarlanmasinin
iyl olacagi goriisiinii bildirmislerdir. Arastirmacilar kendi optimize ettikleri kiiltiir
kosullar1 altinda, her bir petride 10x10* yogunlugundaki mikrosporlar olgun hale
geldiginde 54'iin lizerinde embriyoyu ve ortalama 5.5 kotiledon asamasinda embriyoyu
gozlemlediklerini rapor etmislerdir.

Bal vd (2003) yaptiklar1 bu ¢alismada izole mikrospor Kkiiltiirii yardimiyla
biberde androgenesisi sinirlt bir kapsamda calismislardir. Dondr genotip olarak bir
double haploidi se¢mislerdir. Erken tek cekirdekliden ge¢ tek ¢ekirdekliye kadar olan
asamalardaki mikrosporlari igeren agilmamis ¢icek tomurcuklarin1 hem 10°C'de hem de
35 9C'de 7 giin boyunca bir mannitol aghik ortaminda 6n uygulamaya tabi tutmuslardr.
Aragtirmacilar calismalarinda yiiksek sicaklik uygulamasii test etmisler, biber anter
kiiltiiriindeki etkinliligi dikkate alinmasina ragmen, yiiksek sicakligin zararli olduguna
karar verip boylece bu uygulamadan gelen ¢icek tomurcuklarin1 kullanmamislardir. 10
OC'deki on uygulamay1 takiben mikrosporlar1 izole edip bilyiime diizenleyicisi
icermeyen NLN ortaminda kiiltiire almiglardir. Mikrosporlara 100, 130 ve 170 g/l
siikrozla osmoticum ve karbon saglamislardir. Sadece 170 g/l siikroz igeren kiiltiir
devam etmis, kiiltlirlerin geri kalan1 kontaminasyon olmustur. Arastirmacilar 30. ve 60.
giinlerde sirasiyla %40.5 ve %67 oranlarinda kallus kolonileri elde etmislerdir. Elde
ettikleri kallus kolonilerini 1 ve 2 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda alt kiiltiire almislar,
fakat daha ileri bir gelisme elde edememislerdir.

Bal vd (2009), yapmis olduklar1 ¢aligmada tiitiin mikrospor embriyogenesisini
baglatmak i¢in i¢in kullanilan bir protokoliin bir modifikasyonunu patlicanda
denemislerdir. Tiitliinde, tek cekirdekli mikrosporlar mannitol iceren "B" ortamina 33
OC'de 6 giin boyunca kiiltiire alinarak strese tabi tutulmaktadir. Mikrosporlar daha
sonraki gelismeleri i¢in maltoz igeren AT3 ortamina transfer edilmistir. Arastirmacilar
yaptiklar1 bu ¢alismada, Bambino patlican ¢esidinin ge¢ tek c¢ekirdekli ve iki ¢ekirdekli
mikrosporlarini B ortaminda 6n kiiltiire almislar ve sonra 2 giin boyunca sirasiyla 4 °C,
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25 9C ve 33 °C'de inkiibe etmislerdir. On uygulamadan sonra, mikrospor kiiltiirlerini
0.25 M maltoz igeren AT3 ortamina transfer etmisler ve 25 °C'de karanlikta kiiltiiriin
devamliligini saglamiglardir. Simetrik boliinmenin varligi ve ¢ok ¢ekirdekli yapilar 1 ve
2 hafta sonra ¢ekirdegin DAPI boyamas: ile kontrol edilmistir. Cekirdegin simetrik
boliinmesi ve ¢ok cekirdekli yapilar sadece iki giin siire ile 33 °C'de 6n uygulama
yapilan tek c¢ekirdekli mikrosporlarda gozlemlenmistir. Bu kosullar altinda tek
cekirdekli yapilarin frekanst %19.4 olmustur. Arastirmacilar, simetrik olarak boliinme
ve ¢ok cekirdekli yapilarin {iretiminde modifiye edilmis tiitiin protokolii i¢in patlicanin
tepki verebildigini gdstermislerdir.
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3. MATERYAL ve METOT

Arastirma i¢in gerekli bitki materyali Gento Tohumculuk firmasi tarafindan
yetistirilen biber bitkilerinden saglanmig olup, doku kiltirii calismalari ise Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii doku kiiltiirii laboratuarinda 2011-
2013 yillar1 arasinda yiriitiilmiistiir.

3.1. Materyal

Haploid embriyo olusum orani, tiirlere ve tiir i¢inde de genotiplere gore
degisiklik gosterir. Simdiye dek calisilmis olan tiim bitki tlirlerinde; ayni kiiltiir
kosullar1 altinda, anter yanitlar1 bakimindan genotipler arasinda biiyiikk farkliliklar
bulunmustur. Arastirmada bitkisel materyal olarak farkli genetik kademedeki biber
bitkisi i¢in; ¢esit olarak ilkbahar ve sonbaharda serada yetistirilen 1 standart ¢esit, 1 Fe
kademesinde hat, 1 F4 kademesinde hat ve 1 ticari F1 ¢esit olmak {izere sivri biber grubu
dort farkli genotip kullanilmgtir.

.

%/

Sekil 3.1. Dondr bitkilerin alindig1 seradan bir gériiniim
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Sekil 3.3. Donor bitkilerden tomurcuklarin toplanmasi
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3.1.1. Denemede kullanilan genotipler ve ézellikleri

Fi: Piyasanin en 6dnemli c¢esidi sayilan bu ¢esit ¢ok verimlidir. Tek ekim cesidi
olup, SWS5 dayanimhidir. Meyve eti kalinligi1 0.3 cm, meyve uzunlugu ise 25 cm'dir.
Meyveleri orta yesil renkte ve acidir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. F1 biber ¢esidi

Standart: Giizliikk ve baharlik olarak yetistirilen sera g¢esididir. Cok verimlidir.
Herhangi bir hastaliga dayanimi yoktur. Meyve uzunlugu 20 cm'dir. Meyveleri koyu
yesil renkli olup, acilig1 orta diizeydedir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Standart biber ¢esidi
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Fe: Olduk¢a verimli olan bu genotip tek ekim olarak yetistirilir. SW5
dayanimlidir. Meyve eti kalinlig1 0.4 cm, meyve uzunlugu ise 25cm'dir. Meyveleri orta
yesil renkte olup, meyvesi tathidir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Fe biber genotipi

Fa: Tek ekim olarak yetistirilmekte olup, ¢ok verimlidir. Meyve eti kalinligi 0.3
cm, meyve uzunlugu ise 22 cm'dir. Meyveleri koyu yesil renkte olup, meyve tad1 tatlidir
(Sekil 3.7).

Sekil 3.7. F4 biber genotipi
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3.2. Metot
3.2.1. Kiiltiir sirasinda kullanilan malzemeler

Anter ve mikrospor kiiltiirlerinin yapilisi esnasinda degisik kiiltiir kaplar
kullanilmistir. Anter kiiltiirlinde anterler 9 cm c¢apindaki cam petrilere konulmus,
mikrospor kiiltiiriinde ise 3 cm ¢apindaki steril plastik petriler tercih edilmistir. Kiiltiir
sirasinda kullanilan besi ortamlari, cam petriler, pensler, bistiiriler, saf su, kurutma
kagidi, havlu pegete, cam kavanozlar ve beherler gibi malzemelerin sterilizasyonu 121
OC sicaklik ve 1.2 kg/cm? basing altinda 20 dakika siire ile otoklavlanarak yapilmustir.
Stre¢ film, asetat kalemi, parafilm, bistiiri uglar1 ve tomurcuklarin bulundugu
kavanozlar gibi kiiltiir sirasinda streril kabin igerisinde kullanilmasi gerekli olan fakat
otoklav sterilizasyonu yapilmayan malzemelere de %701k alkol ile yiizey
sterilizasyonu yapilmistir. Ayrica otoklav sterilizasyonu tamamlanan malzemeleri
caligmalarin yapilacagi steril kabine almadan Once yine %70'lik alkol ile ylizey
sterilizasyonlart yapilmistir. Kiiltlir c¢aligmalar1 esnasinda steril kabin (Sekil 3.8)
kullanilmis olup, otoklavlanan malzemeler steril kabine konmadan 6nce kabinde 15
dakika siire ile UV 15181 calistirilmistir. Aymi sekilde UV 15181 uygulama islemi,
otoklavdan cikarilip ylizey sterilizasyonlar1 yapildiktan sonra besi ortamlar1 hari¢ diger
malzemeler i¢in de uygulanmistir.

Anterleri tomurcuklardan ¢ikarma islemi igin, 3 ve 4 numaral bistiiriler ve 15
cm uzunlugundaki pensler (Sekil 3.9.a) kullanilmistir. Pens ve bistiiriler kiiltiire alma
islemleri esnasinda strelizasyonu saglamak amaciyla her kullanimdan 6nce glass bead
sterilizasyon aletinde (Sekil 3.9.b) bekletilmistir.

Sekil 3.8. Calismada kullanilan steril kabin
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Sekil 3.9. Pensler ve bistirtiler (a) ve glass bead (b)
3.2.2. Kiiltiirlerde kullanilan besi ortamlari ve hazirlanmislar:
3.2.2.1. Anter Kkiiltiirii icin kullanilan besi ortamlar:

Calismada anter kiiltiirii i¢in Ayar'in (2011) basarili oldugu saptanan besi ortami
4mg/l NAA ve 1 mg/l BA hormonlar: ilave edilmis Murashige ve Skoog (1962)
hazirbesi ortami kullanilmis olup, % 3 sukroz, % 0.8 agar eklenmis ve pH 5.7-5.8'e
ayarlanmistir.

1 litre steril distile saf suya, 4.4 g/l MS temel besi ortami ve 30 g/l siikroz
tartilarak eklenmis ve magnetik karistiricida karigmalart saglanmistir. Daha sonra
hazirlanan hormon stoklarindan 4mg/l NAA ve 1 mg/l BA hormonlart mikropipetler
yardimiyla eklenmistir. Ortama eklenecek olan agar pay1 da hesaba katilarak besi ortami
steril distile saf su ile 1 litreye tamamlanmistir. I N HCI ve 1 N NaOH ile pH 5.7-5.8'e
ayarlandiktan sonra 8 g/l agar ilave edilip calismada kullanilacak olan diger
malzemelerle birlikte otoklavlanmustir.

Besi ortam1 ve petrilerin otoklavda sterilizasyonu tamamlandiktan sonra, steril
kabin igerisinde besi ortami petrilere dokiilerek sogumaya birakilmistir.

Cizelge 3.1. Murashige ve Skoog temel besi ortaminin igerigi (Murashige ve Skoog,

1962)
KNOs 1900.00
NH4NO3 1650.00
CaCl2 332.02
MgSOa 180.54
KH2PO4 170.00
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Cizelge 3.1'in Devami

1) Mikro Elementler mg/I

MnSO4.H20 16.90
HsBOs 6.20
ZnS04.7H20 8.60
Kl 0.83
NazMo04.2H20 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 0.025
FeNaEDTA 36.70
Myo-inositol 100.00
Tiamin-HCI 0.10
Nikotinik asit 0.50
Pridoksin-HCI 0.50
Glisin 2.00

3.2.2.2. Mikrospor kiiltiirii icin kullanilan besi ortamlari

Mikrosporlarin anterlerden izole edilmesi ve kiiltiire alinmasinda kiiltiir ortami1
olarak Lantos vd (2012)' nin yaptiklar1 ¢alismalarda kullandiklar1 ve basarili bulduklari
0.1 mg It 2,4-D ve 0.2 mg I kinetin iceren Gamborg vd (1968) tarafindan gelistirilen
B5 ortamu kullanilmastir.

1 litre steril distile saf suya, 3.2 g/l BS temel besi ortami ve 30 g/l siikroz
tartilarak eklenmis ve magnetik karistiricida karigmalart saglanmistir. Daha sonra
hazirlanan hormon stoklarindan 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/l kinetin hormonlar:
mikropipetler yardimiyla eklenmistir. Daha sonra besi ortamu steril distile saf su ile 1
litreye tamamlanmigtir. 1 N HCI ve 1 N NaOH ile pH 5.7-5.8'e ayarlandiktan sonra
calismada kullanilacak olan diger malzemelerle birlikte otoklavlanmustir.

Cizelge 3.2. B5 temel besi ortaminin igerigi (Gamborg vd 1968)

NaH2POq4 130.44
CaCl: 113.23
(NH4)2S0a4 134.00
MgSOs4 121.56
KNOs3 2500.00
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Cizelge 3.2'nin Devami

1) Mikro Elementler mg/l

FeNaEDTA 36.70
Kl 0.75
MnSO4.H20 10.00
H3BOs3 3.00
ZnS04.7 H20 2.00
Na:Mo004.2 H20 0.25
CuS04.5 H20 0.025
CoCl2.6H20 0.025
Nikotinik asit 1.00
Tiamin hidroklorid 10.00
Pridoksal hidroklorid 1.00
Myo-inositol 100.00

3.2.3. Cicek tomurcuklariin toplandigr asama

Calismada kullanilacak olan ¢igek tomurcuklarinin alinacagi bitkiler 1sitmali
seralarda yetistirilmistir. Cigcek tomurcuklari ¢iceklenme baslangicindan itibaren
alinmaya baslanmis olup, giiz dénemi icin ekim ay1 basindan aralik ay1 ortasina kadar
olan siirede, bahar donemi i¢in ise mart ayindan haziran ayi1 ortasina kadar olan siirede
toplanmustir.

Basarili bir anter ve mikrospor kiiltiirii i¢in en belirleyici faktorlerden biri
tomurcuklarin uygun asamadayken toplanmasidir. Anter ve mikrospor kiiltiirii yoluyla
haploid bitki elde etmede yapilmasi gereken ilk asama, tek g¢ekirdekli mikrosporlari
bulunduran tomurcuklar1 (Kim vd 2004, 2008; Lantos vd 2009; Supena vd 2006, 2011)
secebilmektir. Bu agamadaki tomurcuklarda petallerin sepaller icinden heniiz ¢ikmadigy,
ancak hafifce goriilmeye basladigi (Ozkum ve Tipirdamaz 2002, Nowaczyk ve Kisiala
2006); bu donemdeki anterlerin soluk yesil, kenarlarinin ag¢ik mavi ya da mor renkte
oldugu (Kim vd 2004) belirlenmistir.

3.2.4. Toplanan ¢icek tomurcuklariin simflandirilmasi

Tek ¢ekirdekli mikrosporlar: iceren uygun asamadaki tomurcuklar1 se¢cebilmek
i¢in, birbirlerinden farkli bityiikliikte olan tomurcuklar her bir genotip i¢in ¢igeklenme
baslangicindan itibaren alinarak, tomurcuk uzunlugu ve tomurcuk ozellikleri (ta¢ ve
canak yapraklarin gelisim asamalari ve anter rengi) g6z Oniinde bulundurularak
siniflandirmalart yapilmastir.

3.2.5. Tomurcuk gelisim evresi ve mikrospor gelisme doneminin belirlenmesi

Mikrospor kiiltiiriiniin bagariyla uygulanabilmesi i¢in en 6nemli konulardan
birisi; anterlerin alindigt zamanda mikrosporlarin i¢inde bulunduklar1 gelisme
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donemidir. Bircok bitki tiirlinde androgenesis i¢in en elverisli mikrospor gelisim
asamasinin, mitoz bolinmeye baslamadan 6nceki donem, mitoz boliinme asamasi veya
hemen bu asamayr izleyen donem oldugu belirtilmektedir (Sarikamis vd 2000). Bu
amagla morfolojik sekillerine ve biiytikliiklerine gore smiflandirilan tomurcuklarin
anterlerdeki mikrospor olusum asamalarin1 belirlemek amaciyla sitolojik gézlemler
yapilmis ve bu amagla Ethidium Bromide (3,8-diamino-5-ethyl-6-phenly
phenanthridium bromide) (EtBr)’in saf suyla hazirlanmis olan stok soliisyonu
kullanilmistir. Farkli biiyiikliikteki canli tomurcuklardan alinan anterler lamlar iizerine
yerlestirilerek mikrosporlar1 serbest hale getirildikten sonra iizerine bir iki damla EtBr
cozeltisinden damlatilarak floresan mikroskobunda gozlem yapilmis ve bilgisayarl
goriintiileme sistemi ile fotograflanmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Bilgisayarli goriintiileme sistemi
3.2.6. Ci¢cek tomurcuklarimin yiizey sterilizasyonu

Tomurcuklar, 100 ml’sine bir iki damla Tween-20 damlatilan %10 ticari
sodyum hipoklorit ¢ozeltisi iginde 15 dakika bekletilerek ve 3 kez ve her seferinde beser
dakika olmak iizere steril distil su ile yikanmistir. Daha sonra steril kabinde daha
onceden sterilizasyonu yapilmis olan petrilerin i¢lerinde bulunan kurutma kagitlarina bu
tomurcuklar konulmus ve boylece fazla sularinin siiziilmesi saglanmistir (Ayar 2011).

3.2.7. Anter Kkiiltiirii asamalari
3.2.7.1. Anterlerin Kkiiltiire alinmasi

Kiiltiire alinacak olan ¢icek tomurcuklarinin sterilizasyonu yapilmis, fazla
sulariin stliziilmesi i¢in steril kabin igerisinde kurutma kagitlar1 {izerine alinmistir

(Sekil 3.11). Her bir genotip tomurcukta farkli bir kurutma kagidi kullanilmigtir.
Anterler bistiiri ve pens yardimiyla tomurcugun diger parcalarindan ve filamentlerinden
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ayrilmistir (Sekil 3.12). Bir ¢icek tomurcugundan ¢ikarilan anterlerin (Sekil 3.13) aym
besi ortamina yerlestirilmesine Ozen gosterilmistir. Petrilerin ¢evresi olas1 bir
kontaminasyonu 6nleyebilmek amaciyla parafilm ile sarilmistir. Ilerleyen asamalarin
takibini kolaylastirmak amaciyla petrilerin iizerlerine genotip ismi, tarih ve hangi ortam
oldugu yazilmistir.

Sekil 3.11. Kurutma kagidina alinan Sekil 3.12. Anterlerin tomurcugun diger
tomurcuklar kisimlarindan ayrilmasi

Sekil 3.13. Bir tomurcuga ait anterler (a), (b)

3.2.7.2. Petrilere sicak uygulamasi
Parafilm ile sarilarak kiiltiire alma islemi tamamlanan petriler, inkiibatore (Sekil

3.15) konularak 35 °C'de 8 giin boyunca karanlik ortam kosullarinda bekletilmistir
(Dumas de Vaulx vd 1981).
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Sekil 3.14. Calismada kullanilan Sekil 3.15. Inkiibatorde 6n sicaklik
inkiibator uygulamasina koyulan petriler

3.2.8. Kiiltiir sonrasi uygulamalar ve inkiibasyon kosullari

Inkiibatérde 8 giin boyunca 35 °C'de karanlik ortam kosullarinda bekletilen
petriler, 8. giiniin sonunda 25 °C'de 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyot ve 3000
liiks aydinlatmaya sahip olan biiyiime odasina (Sekil 3.16) alinmistir. Biiylime odasina
alinan petrilerdeki anterler giinliik olarak gdzlemlenmis, enfeksiyon oldugu tespit edilen
petriler ortamdan uzaklastirilmigtir. Kiiltiire alinan anterlerden olusumu gozlemlenen
kallus, embriyo benzeri yapilar ve embriyolar hormonsuz besi ortamina transfer
edilmiglerdir. 1 aym sonunda ayr1 ayr1 gozlemlenen anterlerden gelisen olusumlar
genotip ismi ve uygulama tarihleri dikkate alinarak kaydedilmistir.

Sekil 3.16. Calismada kullanilan biiylime odast
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3.2.9. Mikrospor Kkiiltiirii asamalari
3.2.9.1. Mikrospor yogunlugunun belirlenmesi

Mikrospor kiiltiiriinde basar1 elde edebilmek igin, mikrosporlarin belirli bir
yogunlukta kiiltiire alinmalar1 gerekmektedir. Bu amagla bir tomurcuktaki ortalama
mikrospor yogunlugunu belirlemek amaciyla thoma laminda sayim yapilmastir.

3.2.9.2. Anterlere karbonhidrat aghgi ve on sicaklik uygulamalari

Solanaceae familyasina ait bitkilerde androgenesis lizerine yiiksek sicaklik
soklarmin olumlu etkileri daha onceki caligmalarda belirtilmistir. Biberde yapilan
mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda anterlerin ilk yedi giinliik siirede 32°C’de karanlikta
tutulmasinin kallus ve embriyo olusumu i¢in gerekli oldugu belirtilmistir. Bu amagla
sterilizasyonu tamamlanan tomurcuklardan izole edilen anterler 5 ml 0.3 M mannitol
sollisyonu iceren 60 mm c¢apindaki petri kaplarina aktarilmis ve yukarida belirtildigi
sekilde 6n sicaklik ve aglik uygulamalarina tabi tutulmustur (Lantos vd 2009).

3.2.9.3. Mikrosporlarin izolasyonu ve kiiltiire alinmasi

Mikrosporlarin izolasyonu igin Lantos vd (2009)’nin biberde mikrospor kiiltiirii
icin kullandiklar1 protokollerden yararlanilmistir. Sterilizasyonu ve 6n uygulama iglemi
tamamlanan anterler B5 ortami igeren santrifiij tiiplerine alinmis ve santrifiij tiipleri
icinde ezilerek mikrosporlarin serbest hale gegmesi saglanmistir (Sekil 3.18.a).
Izolasyon esnasinda anterlerden kaynaklanan somatik dokularin uzaklastirilmasi
amaciyla, olusan bu siispansiyonlar 40 um’lik elekten gegirilmistir (Sekil 3.18.b).
Boylece mikrosporlarin biiylik bir boliimiiniin izolasyon ortami igerisinde siispansiyon
olusturacak sekilde alttaki petride toplanmasi saglanmistir. Mikrosporlarin ¢okelmesini
saglamak tlizere 900 rpm devir hizinda 5 dakika siireyle santrifiijleme islemine tabi
tutulmustur. Mikrosporlarin safiyetini yiikseltmek amaciyla 3 yikama islemi daha
gergeklestirilmistir. Ugiincii yikama isleminden sonra Lantos vd' nin (2009) yaptiklart
calismaya gore 3.10% mI*t yogunlugundaki mikrosporlar kiiltiir ortam1 icerisine alinarak
petri kaplarina aktarilmistir. Daha sonra kontaminasyonu O6nlemek amaciyla petrilerin
etrafi parafilmle sarilmistir. Ilerleyen asamalarm takibini kolaylastirmak amaciyla
petrilerin tizerlerine genotip ismi, tarih ve hangi ortam oldugu yazildiktan sonra kiiltiirii
tamamlanan petriler orbital ¢alkalayici tizerine yerlestirilmistir (Sekil 3.20).

Sekil 3.17. izolasyon esnasinda kullanilan elek
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Sekil 3.18. Serbest hale gegen mikrosporlar (a), elekten gegirilen siispansiyon (b),
santrifiijleme isleminden sonra santrifiij tiipiine ¢okelen mikrosporlar (c)

2l tetaa ..

Sekil 3.19. Santrifiij aleti Sekil 3.20. Orbital ¢alkalayici

3.2.10. Embriyolarin ve kalluslarin rejenerasyon ortamina alinmasi

Olusan embriyolarin ve kalluslarin gelisimleri izlenerek, belirli bir asamaya
geldiklerinde zedelenmeden farkli bir ortama aktarilmistir. Denemede kullanilan
rejenerasyon ortamlarit anter kiiltiiriinden elde edilen olusumlar i¢in hormon ilave
edilmemis, %0.8 agar ve %3 siikroz ile desteklenen MS temel besin ortami olurken;
mikrospor kiiltiiriinden elde edilen olusumlar i¢inse yine hormon ilave edilmemis, %0.8
agar ve %3 siikroz ile desteklenen B5 temel besin ortami kullanilmustir.

3.2.11. Sonuglarin degerlendirilmesi
Gozlemler haftalik olarak yapilmis, daha sonra diizenlemeleri kaydedilmistir.

Gozlemler; kiiltire alinan petri sayisi (adet), kiiltiire alinan anter sayis1 (adet), olusan
kallus sayis1 (adet), (%), olusan embriyogenik kallus sayisi (adet) (%), embriyo
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olusumu (adet), (%), olusan embriyo benzeri yapilar (adet), (%), olusan torpedo
embriyo sayisi (adet), (%) olarak kaydedilmistir.

R/
A X4

X/
°e

L)

K/

e

AS

Petri sayisi1 (adet): Anter kiiltiirii i¢in, anterlerin ekildigi petriler biiyiime odasina
alinmis, kontamine olan petriler var ise ortamdan uzaklastirilmistir. Mikrospor
kiiltiiri icin ise, kiiltiirleri yapilan petriler bliylime odasinda bulunan orbital
calkalayic1 tizerine yerlestirilmistir. Calismada kontamine olmamis petriler
degerlendirmeye alinmiglardir.

Anter sayis1 (adet): Anter kiiltiirii igin, petriler biiyiime odasina alindiktan sonra
anterler sirekli gozlenmislerdir. Kiltiire alinan anter sayilari kaydedilmistir.
Mikrospor kiiltiirii i¢in ise, bir petriye 3 tomurcugun anterlerinden izole edilmis
mikrosporlar aktarilmis ve degerlendirmede bu durum dikkate alinmastir.

Kallus olusumu (adet), (%): Degerlendirmeye alinan petrilerde anter kiiltiirii i¢in
kallus olusturan anterler ve mikrospor kiiltiirii igin ise kalluslarin olustugu
petriler saptanmis, adet ve % olarak kaydedilmistir.

Embriyogenik kallus olusumu (adet), (%): Degerlendirmesi yapilan petrilerde
saptanan anter kiiltiirii i¢in embriyogenik kallus olusturan anterler ve mikrospor
kiiltlirii i¢in ise kalluslarin olustugu petriler saptanmis olup adet ve % olarak
kaydedilmistir.

Embriyo benzeri yap1 olusumu (adet), (%): Anterlerin kiiltire alinmasindan 1 ay
sonra embriyo benzeri yapilarin olusmasi baslamistir. Aylik degerlendirmelerin
daha dogru olmasi igin kiiltiire alinan anterler diizenli olarak her petri ve her
¢esit i¢in haftalar bazinda izlenmis ve daha sonra diizenlemede adet ve % olarak
kaydedilmistir.

Embriyo olusumu (adet), (%): Mikrosporlarin kiiltiire alinmasindan yaklasik 2
ay sonra embriyo olusumlar1 baglamis olup, degerlendirmeleri bu siire dikkate
alinarak yapilmstir.

Torpedo embriyo olusumu (adet), (%): Anter kiiltiiriinde anterlerin kiiltiire
alinmasindan yaklasik 1 ay sonra torpedo embriyolarin olusumu gézlemlenirken,
mikrospor kiiltiiriinde ise kiiltiire alma isleminden yaklasik 2 ay sonra torpedo
asamasindaki embriyolar gézlemlenmistir. Aylik degerlendirmelerin daha dogru
olmast igin kiiltiire alinan anterler ile mikrospor kiiltiiri yapilan petriler haftalik
olarak genotipler bazinda izlenmis ve daha sonra aylik olarak adet ve % olarak
kaydedilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Uygun Tomurcuk Biiyiikliigiiniin Saptanmasi

Anter ve mikrospor Kkiiltiirlerine en iyi cevap veren ddénemler; mikrospor
cekirdeginin mitoz bolinmeye baslamasindan hemen o6nceki dénem, mitoz bdliinme
asamasi veya hemen bu asamayi izleyen boliinme sonrasi donem olarak belirlenmis ve
Solanaceae familyasindaki bir¢ok bitki tiiriinde bunun gegerli oldugu goriilmiistiir
(Vagera 1990, Kristiansen Andersen 1993).

Basaril1 bir anter ve mikrospor kiiltiirii i¢in en belirleyici faktorlerden birisi
olarak kabul edilen faktdr olan uygun asamadaki tomurcuklarin toplanmasi hususunda
bugiine kadar bir¢ok arastirici tarafindan calisilmis olup, tek ¢ekirdekli mikrosporlar
bulunduran tomurcuklarda (Kim vd 2004, 2008; Lantos vd 2009; Supena vd 2006,
2011) petallerin sepaller icinden heniiz ¢ikmadigi, ancak hafif¢e goriilmeye basladig
(Ozkum ve Tipirdamaz 2002, Nowaczyk ve Kisiala 2006) ve bu dénemdeki anterlerin
soluk yesil, kenarlarinin ag¢ik mavi ya da mor renkte oldugu (Kim vd 2004) saptanmistir.

Uygun asamada oldugu belirlenen tek c¢ekirdekli mikrosporlart bulunduran
tomurcuklar1 secebilmek amaciyla, her genotipte ¢iceklenmenin baslamasindan itibaren
farkli irilikteki tomurcuklardan Ornekler alinarak tomurcuk uzunlugu ve tomurcuk
ozellikleri (tag ve ¢anak yapraklarin gelisim asamalar1 ve anter rengi) dikkate alinarak
siniflandirmalar yapilmastir.

Buna gore genel anlamda ¢alismada kullanilacak olan biber genotipleri 2-4 mm,
4-6 mm, 6-8 mm, 8-10 mm ve 10-12 mm olmak iizere 5 gruba ayrilmistir (Cizelge 4.1).
Arzu edilen ozelliklere sahip olan uygun asamadaki mikrosporlart igeren tomurcuklar
standart ve Fe genotipleri i¢in 4-6 mm boyutlarinda olduklar1 belirlenirken, F1 ve Fa4
seviyesindeki genotipler igin ise tek ¢ekirdekli mikrosporlarin yogunlukta oldugu 6-8
mm boyutlarinda olduklar1 saptanmustir.

Yapilan gozlemlere dayanarak ¢alismada kullanilan biber genotiplerinde 2. ve 3.
grup tomurcuklarin tek ve cift ¢ekirdekli, 4. grup tomurcuklarin ¢ogunlukla gift
cekirdekli ve 5. grup tomurcuklarin ise ¢ift cekirdekli mikrosporlar icerdigi
saptanmistir. Anter ve mikrospor kiiltiiriine verecekleri olumlu yanit bakimindan 2. ve
3. grup tomurcuklarin sec¢ilmesinin daha uygun olacagi sdylenebilir.
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Cizelge 4.1. Tomurcuklarin siniflandirilmasi

Tomurcuk
Gelisme Tomurcuk

N . Tomurcuk Ozellikleri
Donemi Boyu

(Gruplar)

Petallerin sepaller i¢cinden heniiz ¢ikmadigi veya
2-4 mm sepallerle esit oldugu; anter renginin ise soluk yesil
oldugu tomurcuklardir.

Petallerin sepallerden birazcik daha uzun oldugu;
4-6 mm anter renginin ise kenarlardan agik mavi renkten
menekse rengine dondiigii tomurcuklardir.

Petallerin sepallerden biraz daha uzun oldugu;

6-8 mm anter renginin ise menekse rengine dogru dondiigi
tomurcuklardir.
8-10 mm Petallerin sepallerden daha uzun oldugu; anter

renginin ise menekse rengi oldugu tomurcuklardir.

Petallerin sepallerden ¢ok daha uzun oldugu; anter
10-12 mm renginin ise menekse renginden biraz daha koyu
oldugu tomurcuklardir.

Yapilan bu smiflandirmaya gore caligmada standart ve Fes kademesindeki
genotiplerde 4-6 mm, F; ve Fs kademesindeki genotiplerde ise 6-8 mm olan
tomurcuklar kullanilmis olup, anter ve mikrospor kiiltiiriine verecekleri olumlu yanit
bakimindan 2. ve 3. grup tomurcuklarin se¢ilmesinin daha uygun olacag: saptanmigtir.
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Sekil 4.1. Standart ¢eside ait ¢icek tomurcuklarinin siniflandirmasi (a: tomurcuklarin
toplu halde goriiniimii, b ve b": 1. grup, ¢ ve ¢": 2. grup, d ve d": 3. grup, e ve
e" 4. grup, f ve f: 5. grup tomurcuklar ve bu tomurcuklara ait anterlerin
goriiniimii)
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Sekil 4.2. F1 ¢eside ait ¢igek tomurcuklarinin siniflandirmasi (a: tomurcuklarin toplu
halde gortiniimii, b ve b": 1. grup, ¢ ve ¢": 2. grup, d ve d": 3. grup, e ve €' 4.
grup, fve f': 5. grup tomurcuklar ve bu tomurcuklara ait anterlerin goriintimii)
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Sekil 4.3. Fe genotipine ait ¢igek tomurcuklarinin siniflandirmasi (a: tomurcuklarin
toplu halde goriiniimii, b ve b'": 1. grup, ¢ ve ¢": 2. grup, d ve d": 3. grup, e ve

e 4. grup, T ve f: 5. grup tomurcuklar ve bu tomurcuklara ait anterlerin
goriiniimii)
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Sekil 4.4. F4 genotipine ait ¢igek tomurcuklarnin siniflandirmasi (a: tomurcuklarin
toplu halde gériintimii, b ve b': 1. grup, ¢ ve c': 2. grup, d ve d: 3. grup, e ve

e 4. grup, f ve f: 5. grup tomurcuklar ve bu tomurcuklara ait anterlerin
gOriinlimil)
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Anter ve mikrospor kiiltiirii uygulamalarinda uygun asama olarak kabul edilen
tek c¢ekirdekli asamay1 tomurcuklar i¢in belli dl¢ii kriterleri ile belirleme islemini birgok
arastirmada bulmak miimkiindiir. Ancak anter ve mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda
kullanilacak olan tomurcuklarin gorsel olarak belli bityiikliiklere gore segilmesinin yani
sira mikrosporlarin gelisim asamalarin1 uygulamalardaki basariy1 etkileyen en 6nemli
faktorlerden biri olarak diistinecek olursak, en uygun mikrospor gelisim asamasini
belirlenmesi amaciyla ¢ekirdek boyamasi yonteminin de kullanilmasi gerekmektedir.
Bu amagla ¢ekirdek boyamasinda etkili bir teknik olan Ethidium Bromid ile boyama
islemi yapilarak, uygun asamadaki mikrosporlar belirlenmistir.

Morfolojik sekillerine ve biiyiikliikklerine gore simiflandirilan tomurcuklarin
anterlerdeki mikrospor olusum asamalarini belirlemek amaciyla yapilan sitolojik
gozlemlerde EtBr ¢6zeltisi kullanilarak floresan mikroskobunda gozlem yapilmis (Sekil
4.5, 4.6, 4.7) ve yapilan gozlemler bilgisayarl goriintiileme sistemi ile fotograflanmistir.

Sekil 4.5. Standart biber ¢esidinde goriintiilenen tek ¢ekirdekli yapr (10x4)
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N

Sekil 4.6. F1 biber ¢esidinde goriintiilenen tek ¢ekirdekli yap1 (10x4)

Sekil 4.7. Fe biber genotipinde goriintiilenen tek ¢ekirdekli yapi (10x4)
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4.2. Anter Kiiltiirii Uygulamasindan Elde Edilen Sonuclar

Calismada anter kiiltiirii i¢in Ayar'in (2011) basarili oldugu saptanan besi ortami
4mg/l NAA ve 1 mg/l BA hormonlar: ilave edilmis Murashige ve Skoog (1962)
hazirbesi ortami kullanilmis olup, % 3 sukroz, % 0.8 agar eklenmis ve pH 5.7-5.8'e
ayarlanmigtir.

Dumas de Vaulx vd' nin (1981) gelistirdikleri ve basarili bulunduklar1 protokole
uygun olarak, kiiltiire alinan petriler 35 °C'de 8 giin boyunca karanlik ortam
kosullarinda bekletilerek sicaklik 6n uygulamasi islemine tabi tutulmus ve 8. giiniin
sonunda 25 °C' de 16 saat aydmlik, 8 saat karanlik fotoperiyot ve 3000 liiks
aydinlatmaya sahip olan biiylime odasina transfer edilmistir.

Calismada genetik ilerleme seviyeleri farkli 4 biber genotipi kullanilmis olup,
cesitlerin anter kiiltiirline verdikleri tepkileri bakimindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.2' de sunulmustur.

Yapilan gozlemler sonucunda, anter kiiltiiriine gosterdikleri tepki bakimindan en
iyi sonuglar1 gosteren F4 genetik ilerleme seviyesindekigenotip olmustur. % 15.07
torpedo embriyo olusum orani ile F4 genotipinin ¢alisilan genotipler arasinda en iyisi
oldugunu sdylemek miimkiinken (132 adet), diger genotiplerde ise torpedo embriyo
olusumu gozlemlenmedigi sdylenebilir (Cizelge 4.2).

Olusan embriyo benzeri yapilar agisindan degerlendirildiginde F4 genotipi 36
adet embriyo benzeri yap1 olusturarak % 4.1 oran ile anter kiiltiiriine en iyi tepkiyi
verirken, yine F4genotipi 13 adet embriyogenik kallus olusumu ve buna tekabiil eden %
1.48 oranla anter kiiltiiriine en iyi sonucu gostermistir. Bu iki olusum bakimindan
degerlendirildiginde diger genotiplerin anter kiiltiiriine tepkisi olmamustir (Cizelge 4.2).

Calismada denenen genotipler bazinda kallus olusum oranlar1 kiyaslandiginda
ise F4 genotipi degerlendirmeye alinan diger kriterlerde de gézlemlendigi gibi % 2.28 ile
yine en iyi sonucu vermis olup (20 adet), bunu % 0.47 kallus olusum orani ile standart
cesit (3 adet) ve % 0.08 olusum orani ile F1 ¢esidi (1 adet) takip etmistir (Cizelge 4.2).
Elde edilen diger sonuglarda oldugu gibi Fe genotipi higbir sekilde anter kiiltiirline tepki
gostermemistir.

Calismanin baglangicinda uygun asamada oldugu belirlenen tomurcuklarin
kullanilarak anter kiiltiirlerinin yapildigi standart ¢esit ile F1 ve Fe kademesindeki
genotiplerden higbir sekilde embriyo ya da embriyo benzeri yapi elde edilememesi
beklenmeyen bir durum olmustur. Bu durumun sebebi olarak bitkilerin yetistirilmesi
esnasindaki  bitki isteklerinden ya da kiltirel uygulamalarinda farklilik
isteyebileceklerinden veyahut da ¢alismada kullanilan bu genotiplerin yine ¢alismada
kullanilan besi ortami ve hormon kombinasyonuna tepki verememesinden kaynakli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Buna benzer bir durumla Ercan ve Sensoy (2011) da
yaptiklar1 ¢alismada karsilagsmis olup, kullandiklar1 biber tiplerinden birkagindan yiiksek
tepki alirken digerlerinden ise higbir sey elde edemediklerini bildirmislerdir.
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Sekil 4.8'de ¢alismada kullanilan hormon kombinasyonu eklenerek hazirlanan
MS ortaminda F4 genetik ilerleme seviyesindeki bitkiden alinan anterden gézlemlenen
embriyo benzeri olusumlar ve torpedo embriyolar gériilmektedir.

Sekil 4.8. Fagenetik ilerleme seviyesindeki bitkiden alinan anterden
gbzlemlenen embriyo benzeri olusumlarve torpedo embriyolar (a)
ve bu olusumlarin yakin gériiniimii (b) (T.E = torpedo embriyo;
E.B.Y = embriyo benzeri yap1) (10x4)
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Sekil 4.9 'da 4 mg/l NAA ve 1 mg/l BA hormon kombinasyonu eklenerek
hazirlanan MS ortaminda Fs4 genetik ilerleme seviyesindeki bitkiden alinan anterden
gbzlemlenen embriyo benzeri olusumlar goriilmektedir.

Sekil 4.9. F4 genetik ilerleme seviyesindeki bitkiden alinan anterden
gozlemlenen embriyo benzeri olusumlar (E.B.Y = embriyo
benzeri yapilar) (10x4)

Sekil 4.10 'da yine ayn1 ortamda Fs genetik ilerleme seviyesindeki bitkiden
alinan anterde kallus olusumu yer almaktadir.

Sekil 4.10. F4 genetik ilerleme seviyesindeki bitkiden alinan anterde
olusan kallus (10x4)

45



Sekil 4.11 'de daha 6nce bahsedilen hormon kombinasyonunu igeren MS temel
besi ortaminda F4 genetik ilerleme seviyesindeki bitkiden alinan anterde olusan kallus
ve embriyo benzeri yapilar (a) ile ayni uygulamada olusan torpedo embriyolar ve
embriyo benzeri yapilar (b) goriilmektedir.

Sekil 4.11. F4 genetik ilerleme seviyesindeki bitkiden alinan anterde olusan
kallus ve embriyo benzeri yapilar (a), torpedo embriyolar ve
embriyobenzeri yapilar (b) (10x4)
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Sekil 4.12'te aym1 temel besin ortaminda Fs4 genetik ilerleme seviyesindeki
bitkiden alinan anterde farkli uglarda olusan kallus, embriyo benzeri yapilar ve torpedo
embriyo olusumlar1 (a) goriilmekte olup, diger goriintiide ise (b) olusan bu embriyo
benzeri yapilar ile torpedo embriyolarin yakindan gériiniimii sunulmustur.

Sekil 4.12. F4 genetik ilerleme seviyesindeki bitkiden alinan anterde
olusan kallus, embriyo benzeri yapilar ve torpedo embriyo
olusumlari (a), embriyo benzeri yapilar ile torpedo embriyolarin
yakindan goriiniimii (b) (10x4)
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Sekil 4.13 'te calismada bahsedilen hormon kombinasyonu ile desteklenen MS
temel besi ortaminda F4 genetik ilerleme seviyesindeki bitkiden alinan anterde farkli
uclarda olusan farkli yapilar gériilmektedir. Ik goriintiide kallus ve torpedo embriyo
olusumlarint gérmek miimkiinken (a), diger goriintiide (b) ise torpedo embriyo
olusumlarinin yakin goriintiisii sunulmustur.

Sekil 4.13. F4 genetik ilerleme seviyesindeki bitkiden alinan anterde
olusan kallus ve torpedo embriyo (a), torpedo embriyo
olusumunun yakin goriiniimii (b) (10x4)
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Sekil 4.14 'de MS temel besi ortaminda hormon kombinasyonunun eklenmesiyle
hazirlanan ortama dikilen anterden gelisen kallus olusumu gosterilmektedir.

Sekil 4.14. F4 genetik ilerleme seviyesindeki bitkiden alinan
anterde kallus olusumu (10x4)

4.3. Mikrospor Kiiltiirii Uygulamasindan Elde Edilen Sonuclar

Mikrospor kiiltiirii uygulamasinda kiiltiir ortam1 olarak Lantos vd (2012)" nin
yaptiklart ¢alismalarda kullandiklar1 ve basarili bulduklart 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/I
kinetin igeren Gamborg vd (1968) tarafindan gelistirilen B5 ortami kullanilmistir.

Basaril1 bir mikrospor kiiltiirli i¢in, mikrosporlar belirli bir yogunlukta kiiltiire
alimmalidir. Bu amagla bir tomurcuktaki ortalama mikrospor yogunlugunu belirlemek
icinthoma laminda sayim yapilmis ve Lantos vd'nin (2009) yaptiklari ¢alismaya gére
mikrospor yogunlugu 3.10* mI? olarak ayarlanmistir.

Biberde yapilan mikrospor kiiltiirii ¢aligmalarinda anterlerin ilk yedi giinlik
siirede 32°C°de karanlhkta tutulmasimin kallus ve embriyo olusumu icin gerekli oldugu
belirtilmis ve bu amagcla sterilizasyonu tamamlanan tomurcuklardan izole edilen anterler
mannitol soliisyonu igeren petri kaplarina aktarilmis ve yukarida belirtildigi sekilde 6n
sicaklik ve aglik uygulamalarina tabi tutulmustur (Lantos vd 2009).

Denemeden elde edilen bulgulara dayanarak, mikrospor kiiltiirii uygulamasinda
kullanilan besi ortamlar1 ve ¢esitlerde hi¢gbir 6n uygulamaya maruz birakilmadan kiiltiire
alma islemi gergeklestirilen petrilerde embriyogenik kalluslarin ve torpedo embriyo
asamasina gelmis yapilarin olustugu gozlemlenirken, sicaklik ve acglik 6n uygulamalari
ile muamele edilen petrilerde higbir olusum elde edilemedigi soylenebilir.
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Yapilan gozlemler sonucunda, mikrospor Kkiiltiirine gosterdikleri tepkiler
bakimindan kallus, torpedo embriyo ve embriyo olusumu bakimindan en iyi sonuglari
gosteren ¢esit F4 genetik ilerleme seviyesindeki genotip olmustur. Calismada elde edilen
5 adet kallus (oran1 % 13.89), 1 adet torpedo embriyo (oran1 % 2.78) ve 5 adet embriyo
(oran1 % 13.89) ile calisilan cesitler arasinda bu kistaslarda en iyi tepkileri gosteren
genotipin Fs oldugunu sdylemek miimkiindiir (Cizelge 4.3).

Calismada denenen genotipler bazinda embriyogenik kallus olusum oranlari
kiyaslandiginda ise en iyi tepkiyi safhat genotipi gosterirken, bunu F4 genotipi takip
etmistir. Fe genotipinin embriyogenik kallus olusturma oran1 % 7.69 (1 adet) olup, bunu
2 adet embriyogenik kallus olusumu ve buna denk gelen % 5.56 olusum orani ile F4
genotipi takip etmistir (Cizelge 4.3).

Yapilan degerlendirmeler sonucunda calismada denenen diger genotiplerden
elde edilen sonuclara bakildiginda, bunlarin higbir gelisim gostermedikleri sdylenebilir
(Cizelge 4.3).

Denemeler kurulmadan oOnce tomurcuklarin siniflandirilmas: asamasinda
mikrospor kiiltiiriine tepki vermesi beklenen uygun asamadaki tomurcuklar secilmistir.
Buna ragmen c¢alismadan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde sadece Fs4 ve Fe
genotiplerinin kiiltiire alinan petrilerinde olusumlar gézlemlenirken, diger genotiplerin
mikrospor kiiltliriine yanit vermedikleri sdylenebilir (Cizelge 4.3). Calismada kullanilan
diger genotiplerden higbir tepki alinamamasi beklenmeyen bir durum olmustur.
Olusumlarin gozlemlendigi bu iki farkli genetik ilerleme seviyesindeki genotip arasinda
bir degerlendirme yapildiginda ise Fs genotipi dikkate alinan degerler bakimindan
hepsine farkli derecelerde tepki verirken, safthat genotipi ise sadece embriyogenik kallus
olusumu bakimindan tepki meydana getirmistir. Bu durumun sebebi olarak anter
kiiltiirinde de oldugu gibi bitkilerin yetistirilmesi esnasindaki bitki isteklerinin
farkliigindan ya da kiiltiirel uygulamalarinda farklilik isteyebileceklerinden ya da
calismada kullanilan bu farkli genetik ilerleme seviyelerindeki genotiplerin yine
calismada kullanilan besi ortami1 ve hormon kombinasyonuna tepki verememesinden
kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.

Sekil 4.15'te hormonla desteklenmeden hazirlanan B5 besi ortaminda Fe
genotipinden alinan anterler kullanilarak uygulanan mikrospor kiiltiiriinde embriyogenik
kallus olusumu goriintiilenmistir. Daha sonra besi ortaminda olusan bu yap1 %0.8 agar
ve %3 siikrozla desteklenen B5 besi ortamina aktarilmig, ancak Sekil 4.16'da da
goriildiigli gibi gelisemeden dumura ugramaistir.
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Sekil 4.15. Hormonsuz besi ortammda mikrospordan embriyogenik
kallus olusumu (10x4)

Sekil 4.16. Yeni besi ortamina aktarildiktan sonra yagsamayan
embriyogenik kallus (10x4)
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Sekil 4.17'de 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/l kinetinden olusan hormon
kombinasyonu eklenerek hazirlanan B5 besi ortaminda kiiltiire alinan F4 genotipinin
mikrospor kiiltiiriinden elde edilen embriyogenik kallus olusumunun goriintiisii
sunulmustur.

Sekil 4.17. Hormon igeren besi ortaminda embriyogenik kallus olusumu (10x4)

Sekil 4.18de 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/l kinetinden olusan hormon
kombinasyonu eklenerek hazirlanan B5 besi ortaminda kiiltiire alinan F4 genotipinin
mikrospor kiiltiiriinden elde edilen torpedo embriyo olusumunun goriintiisii
sunulmustur.

Sekil 4.18. Hormon igeren besi ortaminda mikrospordan torpedo embriyo
olusumu (10x4)
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Sekil 4.19'da ise ayn1 besi ortami igeren petri icerisinde olustugu tespit edilen,
Sekil 4.17'de goriintiilenen embriyogenik kallus olusumu ile Sekil 4.18'de goriintiilenen
mikrospordan torpedo embriyo olusumlar1 birarada sunulmustur.

Sekil 4.19. Embriyogenik kallus ve torpedo embriyo yapist (10x4)

Sekil 4.20'de ve Sekil 4.21'de, hem hormon kombinasyonu olmaksizin
hazirlanan B5 besi ortaminda hem de bu ortamda kiiltiire alinmadan 6nce herhangi bir
On uygulamaya maruz birakilmaksizin F4 genotipine ait mikrosporlardan meydana gelen
geligsmis embriyolarin goriintiileri sunulmustur.
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Sekil 4.20. B5 temel besi ortaminda gelisen embriyo (10x4)

Sekil 4.21. B5 temel besi ortaminda olusan embriyolar (10x4)
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Yapilan bu c¢alismada genotipler bazinda kiyaslama yapildiginda farkli
sonuglarin gozlenmesi, genetik faktoriiniin anter ve mikrospor kiiltiirlerinde ¢ok énemli
bir etkiye sahip oldugunu gostermekte ve bugiline kadar yapilmis olan ve hala devam
eden c¢alismalarin neden genotipin etkisi lizerine yogunlastigint agiklamaya yardime1
olmaktadir.

Bitkilerin genetik ilerleme seviyelerinin etkisinin anter kiiltiiri ve mikrospor
kiiltird tekniklerini kullanarak haploid embriyo eldesi iizerine etkisi, bu ¢aligmadan elde
edilen sonuglar dogrultusunda tekrar belirlenmistir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda
genetik faktoriiniin anter ve mikrospor kiiltiirleri ¢aligmalarinda etkisinin ne denli
yiiksek oldugu genel bir goriis olarak kabul edilmekteyken, yapilan bu calisma ile bu
faktoriin etkisinin bir kez daha ortaya konulmasi ileriki ¢alismalar i¢in {imitvar
olacaktir.

Ayrica bircok arastirici tarafindan biber anter ve mikrospor kiiltiirleri
calismalarinda genotiple birlikte tomurcuk biylikliigiiniin basariyr etkileyen temel
faktorlerden oldugu kabul edilmektedir (Kristiansen and Andersen 1993, Ayar 2011).

Anter kiiltiirlinde uygulanan yiiksek sicaklik 6n uygulamalarinin androgenesis
tizerine etkisi birgok arastirici tarafindan genel bir kabul gormektedir (Dumas de Vaulx
vd 1981, Terzioglu vd 2000, Caglar vd 2004, Koleva-Gudeva vd 2007, Ercan ve Sensoy
2011, Parra-Vega vd 2013b). Ayni sekilde mikrospor kiiltiirii tekniginde de yapilan 6n
sicaklik ile birlikte aclik uygulamalarinin haploid embriyo ve bitki eldesi {izerine etkisi
bu konuda ¢alisan arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Caglar vd 2004, Lantos vd 2009,
Lantos vd 2012). Anterlerin kiiltire alinmadan O6nce On uygulamalara tabi
tutulduklarinda anter kiiltiirinde gostermis olduklari tepkiler saptanmis olup, bu konuda
yapilan calismalarla paralellik gostermistir (Dumas de Vaulx vd 1981, Terzioglu vd
2000, Caglar vd 2004). Mikrospor kiiltiiriinde ise yapilan 6n uygulamalarin bugiine
kadar gerceklestirilmis olan ¢alismalardan (Lantos vd 2009, Lantos vd 2012) farklilik
gbstermis olup, 6n uygulama olmaksizin kiiltiire alinan mikrosporlardan elde edilen
sonuglar daha timitvar olmustur.

Sonuglar1 sunulmus olan bu ¢alismada, biber anter ve mikrospor kiiltiirlerinde
embriyo eldesinde genetik faktoriiniin etkisi agikga goriilmektedir. Kiiltiire alinan
tomurcuklarin uygun asamada mikrospor igermesi ise basariyr biiylik Olcilide
etkilemektedir. Morfolojik kriterlere bakilarak genel bir ¢alisma ile smiflandirmalar
yapilan tomurcuklarin uygun asamada olup olmadiklarinin belirlenmesi ve tiim ¢alisma
boyunca uygun biiyiikliikte olduklar1 belirlenen kullanilmasi saglanmis olup, ¢ekirdek
boyamast yonteminin de kullanilmas1 ile asamalarin kesin olarak saptanmasi
saglanmistir. Arastirma sonucunda genetik ilerleme seviyelerine uygun asamada
mikrosporlar1 igeren anterlerin kiiltiire alinmasi ile embriyo olusum frekansinin
yiikseltilebilecegi saptanmustir.
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5. SONUC

Bu caligmada standart, F1, Fs4 ve Fe genetik ilerleme seviyelerinde biber
genotipleri kullanilarak, anter kiiltiirii ve mikrospor kiiltirii teknikleri ile haploid
embriyo eldesi iizerine farkli genetik ilerleme seviyelerinin etkileri arastirilmistir.
Denemede kullanilan 4 genotipten anter kiiltiiriine gosterdikleri tepki bakimindanen iyi
sonuglar1 F4 genetik ilerleme kademesindeki genotipin verdigi belirlenirken, Fe
genotipinin ise hi¢ yanit vermedigi gozlemlenmistir. Calismanin mikrospor kiiltiirii
tekniginin ~ uygulandigt  kisminda  ise,  genotiplerin  tepkileri  bazinda
degerlendirildiklerinde yine en iyi sonuglari Fs4 genetik ilerleme kademesindeki
genotipin gosterdigi gézlemlenmis olup, F1 ve standart ¢esitlerin ise uygulamalara yanit
vermedigi saptanmuistir.

Yapilan bu ¢alismada anterden torpedo embriyo olusturma oraninda Fs4 genetik
ilerleme kademesindeki genotipten % 15.07 oraninda torpedo (torpil) embriyo olusum
oran1 ile uygulamada kullanilan diger genotiplere gore daha iyi sonu¢ verdigi
saptanmuigtir.

Uygun mikrospor asamasmi belirlemek amaciyla morfolojik olarak
smiflandirma yapilmis olup, tomurcuklar 5 grup altinda toplanmistir. Morfolojik
bakimdan siniflandirmanin yani sira, farkli boyutlardaki bu tomurcuklarin arasindan
anter ve mikrospor kiiltiirii i¢in uygun asamadaki tomurcuk grubunun kesin olarak
belirlenmesi amaciyla ¢ekirdek boyamasi yontemi kullanilarak floresan mikroskobu
aracilifiyla incelemeler yapilmistir. 5 farkli gruba ayrilan tomurcuklarda g¢ekirdek
sayilar tek c¢ekirdekliden cift ¢ekirdekliye kadar farklilik gdstermis olup, calismada
kullanilan biber genotiplerinde 2. ve 3. grup tomurcuklarin tek ve ¢ift ¢cekirdekli, 4. grup
tomurcuklarin ¢ogunlukla ¢ift ¢ekirdekli ve 5. grup tomurcuklarin ise ¢ift ¢ekirdekli
mikrosporlar1 igerdigi saptanmistir. Saptanan bu degerlere dayanarak, anter ve
mikrospor kiiltiirlerine verecekleri tepkiler bakimindan 2. ve 3. grup tomurcuklarin
secilmesinin daha uygun olacagi sOylenebilir. Bu bakimdan dondr bitkilerin maruz
kaldiklar1 iklim sartlari, kiiltiirel bakim islemleri vb. yetisme kosullarinin farklilagmasi
ile bitki gelisiminde farkliliklar yasanabilecegi ve buna bagli olarak da mikrosporlarin
icerdikleri ¢ekirdek sayilarinin degisiklik gosterebilecegi dikkate alinmalidir. Cekirdek
boyanmasi tekniginde etkili bir yontem olan Ethidium Bromid ile yapilan uygun
mikrospor asamasinin belirlenmesi yoluyla embriyo olusum oraninin arttirilabilecegi
g0z ard1 edilmemelidir.

Anter kiiltiirii yontemi ile haploid embriyo elde edilmesinde anterlere yapilan
sicaklik 6n uygulamasmin etkili oldugu belirlenmistir. Genotiplerin genetik ilerleme
seviyelerine bakilmaksizin yapilan sicaklik 6n uygulamasi sonucunda elde edilen
bulgular degerlendirildiginde sicaklik 6n uygulamasi yapilmayanlara oranla daha
yiiksek sonuglar elde edildigi s6ylenebilir.

Anter kiiltlirii yonteminde oldugu gibi mikrospor kiiltiirii tekniginde de ¢alisma
siiresince sicaklik 6n uygulamasinin yani sira aglik 6n uygulamasi da yapilmis olup,
caligilan farkli genetik ilerleme kademelerindeki genotiplerin bu 6n uygulamalara olan
tepkileri degerlendirildiginde, ¢aligmada kullanilan 6n uygulamalarin mikrospor kiiltiirii

57



yontemi ile haploid embriyo elde edilmesi iizerine herhangi bir etkisinin olmadigi, hatta
On uygulama yapilmadan olusturulan kiiltiirlerden daha iyi sonug alindig1 saptanmastir.

Calisilan farkli genetik ilerleme seviyelerine uygun olacak sekilde bu sartlarin
iyilestirilmesi ile biber anter ve mikrospor kiiltiirleri tekniklerinden beklenen daha
yiiksek basarilar saglanmig olacaktir.
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